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Le 4 février 1938, aprés une trés courte maladie, 
R. Sabouraud mourait en pleine force physique et intellec- 
tuelle, sans avoir subi les atteintes de cette déchéance sénile 
qu'il redoutait tant. C’est un deuil cruel, non seulement pour 
la dermatologie francaise, mais encore pour l’Institut Pasteur 
auquel il était attaché par des liens si anciens et si étroits. 

Né a Nantes le 24 novembre 1864, Sabouraud était de souche 
bretonne et vendéenne et comptait de nombreux médecins 
parmi ses ancétres. Les étapes de sa vie s’ordonnent avec une 
régularité pariaite. Ses études secondaires, commencées a 
Nantes, sont terminées a Paris ot il fait sa médecine et con- 
court pour linternat. Il y arrive en 1890, aprés un an 
d’internat provisoire, pendant lequel six mois passés chez 
Brocq lui révélent sa vocation de dermatologiste. De 1890 a 
1894, son internat s’écoule donc presque en entier dans les 
services de Besnier et de Fournier. Mais, dés le début, il trouve 
le temps de suivre le Cours de bactériologie de I’Institut 
Pasteur et c’est 14 ce qui décida vraiment de son orientation 
définitive, inspira toute sa carriére et influa sur la tournure 
méme de son esprit. C’était un milieu idéal de préparation 
pour un médecin qui ne voulait pas ¢tre seulement clinicien, 
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aussi Sabouraud garda-t-il l’empreinte pastorienne et resta un 
chercheur scientifique. Besnier, qui l’avait compris, sut 
Vencourager. Ce fut lui qui l’aiguilla sur la question des. 
teignes. 

Il commence ce travail en 1892 et applique rigoureusement 
les méthodes pastoriennes : examen clinique minutieux, rédac- 
tion d’une observation détaillée, examen microscopique des 
cheveux malades ou des squames, constitution d’une collec- 
tion de préparations permanentes nécessaires pour des compa- 
raisons ultérieures, enfin culture systématique de chaque cas 
et conservation des cultures vivantes. Tout était 4 créer. Les 
découvertes de Gruby n’avaient suscité, dans le milieu médical, 
qu’une violente hostilité. Le dogme de l’unicité du tricho- 
phyton était intangible. Il n’y avait pas de technique de: 
culture. Sur les conseils de Duclaux et de Keiser, Sabouraud 
emploie d’abord le moit de biére gélosé, puis, plus tard, pour 
obvier aux variations de composition des motts, il crée les 
milieux synthétiques glycosé et maltosé, connus depuis et 
employés partout sous le nom de milieux d’épreuve ou milieux 
de Sabouraud. 

Ainsi armé, il reconnait bientét deux types distincts de ton- 
dante infantile, l’un a petites spores ou microsporie, l’autre a 
grosses spores ou trichophytie, faciles A déterminer par 
l’examen clinique, |’étude microscopique et la culture. Puis 
la multiplicité de ces cultures lui enseigne que ces deux types 
ne correspondent pas chacun a une espéce mycologique unique, 
mais & des groupes d’espéces, et cela lui permet d’établir la 
pluralité des trichophytons. 

En février 1898, c’est-a-dire au bout d’un an, il peut pré- 
senter 4 la Société de dermatologie deux cents tubes de cul- 
tures, correspondant & une cinquantaine d’espéces. Cet 
ensemble fit grande impression, notamment sur son Maitre 
Besnier, qui cessa de mettre en doute ses résultats. C’est a 
cette époque qu’il fut chargé par Roux de faire une lecon sur 
les teignes au cours de |’Institut Pasteur. Honneur insigne 
pour un jeune interne ! et cette lecon annuelle fut continuée 
durant toute sa vie. Il fait si bien autorité que, toujours la 
méme année, on Venvoie étudier et juguler si possible une 
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épidémie de teigne qui avait fait A Berck prés de 300 malades 
sur 600° hospitalisés. 

Malgré tous ces travaux, il prépare sa thése et la soutient 
le 25 avril 1894. Grace & Doyen, qui fit photographier ses prin- 
cipales cultures et préparations pour son Atlas de microbio- 
logie, cette thése put étre mise en librairie chez Rueff, accom- 
pagnée d’un atlas. Cette heureuse circonstance ne contribua 
pas peu a faire connaitre l’ceuvre étonnante du jeune savant. 
Aussi, au Congrés international de dermatologie de Londres, 
en 4896, fut-il désigné comme rapporteur de la question de la 
pluralité des trichophytons. La présentation d’une imposante 
collection de cultures, accompagnée d’une distribution de ces 
cultures et de cheveux teigneux, fut un véritable triomphe.. ° 
Les. contradicteurs les plus réfractaires furent enfin convaincus 
de la pluralité des. espéces. 

Au sortir de internat, une déception l’attendait, qui lui fit 
renoncer 4 tout concours pour le reste de sa vie : pendant les 
épreuves pour la médaille d’or, il voit préférer 4 sa thése un 
travail sans valeur. Heureusement il se souvient d’un mot 
prononcé un soir par Roux et qui l’avait frappé : « Quand on 
est quelqu’un, on n’a pas besoin d’étre quelque chose ». Toute 
sa vie scientifique sera une illustration de cet adage. I] a la 
chance, son internat fini, d’étre nommé chef de laboratoire de 
Fournier et il occupe ce poste pendant quatre ans (1894-1897) 
jusqu’au moment ot il est appelé par le Conseil municipal a 
diriger, 4 ! Hépital Saint-Louis, |’Ecole Lailler et le laboratoire 
des teignes. C’est ainsi que, sans passer par les concours, il 
se trouve titulaire d’un poste équivalent 4 celui d’un chef de 
service, avec un crédit annuel et personnel. Cette nomination 
souleva de violentes protestations de la part des médecins de 
Saint-Louis et de la Société médicale des hdpitaux. Mais 
Administration tint bon et le Directeur de _ 1’Assistance 
publique se contenta de dire & Sabouraud : « Vous étes dans la 
place, ne bougez pas » et Sabouraud y resta pendant quarante 
ans (1889-1919), jusqu’au jour ow il prit volontairement sa 
retraite, le 31 décembre 1929. 

La premitre chose qu’il fit dams ce service fut la mise au 
point, avec Noiré, du traitement radiothérapique des teignes, 
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avec dosage des rayons X au moyen d’un radiométre spécial. 
Ce résultat venait & point pour justifier sa nomination. La 
durée du traitement des teignes se trouva réduite de deux ans 
A trois mois, ce qui permit, dés 1904, de rendre a 1’Assistance 
publique la moitié des batiments de 1’Ecole Lailler, soit 
450 lits, c’est-a-dire un capital d’un million et demi a cette 
époque, sans compter une économie annuelle d’environ quatre 
cent mille francs. 

C’est dans ce milieu de l’Hépital Saint-Louis et grace a la 
consultation publique qui, par la force des choses, s’organisa 
dans son service, que Sabouraud élabora cette ceuvre magni- 
fique, véritable Somme dermatologique, synthétisée dans les 
cing volumes, consacrés aux maladies du cuir chevelu, qui 
parurent de 1902 & 1980 : les maladies séborrhéiques : sébor- 
rhée, acné, calvitie, 1902 ; les maladies desquamatives : pity- 
riasis et alopécies pelliculatres, 1904 ; les maladies: cryptoga- 
miques, les teignes, 1910 ; pyodermites et eczéma, 1928 ; 
pelade, 1930. Tout cet ensemble se rattache a une seule ques- 
tion, le cuir chevelu, a laquelle Sabouraud a voulu se consacrer 
exclusivement, pour ne pas se disperser et pour accomplir une 
ceuvre durable. 

Parmi ces cing volumes, l’ceuvre maitresse est certaine- 
ment celui des teignes, 4 la rédaction duquel il a consacré au 
moins six années, soit en tout une vingtaine d’années de 
travail et de recherches, depuis le début de son internat et a 
travers ses autres grands travaux. La tout est original, car 
presque tout est nouveau : méthodes et techniques qu’il avait 
fallu créer entiérement ; puis toutes les notions basées sur une 
méthode expérimentale impeccable : pluralité des dermato- 
phytes, cultures différentielles, pléomorphisme, loi de spéci- 
ficité, etc. On y trouve la description minutieuse d’une 
cinquantaine d’espéces de champignons, illustrée d’une mul- 
titude de photographies, microphotographies et dessins. Le tout 
rédigé dans ce style qui lui est particulier, si clair, si simple, 
si concis et en méme temps si élégant et si persuasif, qualités 
qui se retrouvaient éminemment dans son enseignement 
verbal, qu’il continua jusqu’a la veille de sa mort. 

Sabourand n’était pas seulement un grand savant et un des 
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plus grands noms de la dermatologie francaise : comme les 
hommes complets de la Renaissance, il a su cultiver les autres 
talents dont il était doué. Ecrivain et lettré, on lui doit le 
curieux livre intitulé « Péle-méle » et, plus récemment, « Sur 
les pas de Montaigne », ceuvre d’art, de morale et de philo- 
sophie. Artiste, il a produit quantité d’ceuvres sculpturales 
et il était passionné de musique et de peinture. 

Ceux qui l’ont approché n’oublieront pas son accueil affable, 
sa grande simplicité, sa fine bonhomie, sa conversation tou- 
jours émaillée de quelque souvenir de Rabelais ou de 
Montaigne ou de quelque belle idée philosophique. Sa bonté 
pour tous, et surtout pour les siens, était immense. 

Une grande lecon se dégage de cette vie et de cette ceuvre. 
Toutes deux furent sa création personnelle. N’étant rien, ou 
presque rien, officiellement, car il ne fut jamais autre chose 
que le Chef du Laboratoire des teignes & |’ Hépital Saint-Louis 
et simplement fonctionnaire de la Ville de Paris, il fut quel- 
qu’un : Sabouraud admiré et respecté dans tout l’Univers, 
ulustrant ainsi magnifiquement l’adage de son Maitre Roux. 
Son laboratoire pouvait rivaliser avec les plus illustres clini- 
ques dermatologiques ; il attira toujours de nombreux éléves 
dont plusieurs sont devenus des maitres. 

Malegré sa retraite volontaire, aprés l’6mouvante cérémonie 
de son jubilé, le 28 juillet 1929, il n’avait heureusement pas 
abandonné complétement son service. Dans la petite piéce du 
fond, son ancien laboratoire personnel, tout était conservé 
intact et il pouvait y revivre, une ou deux fois par semaine, 
son ancienne vie. Il n’avait pas cessé d’enseigner, car ni 
l'Institut Pasteur ni l’Hépital Saint-Louis n’avaient consenti 
’ priver leurs éléves de ses incomparables lecons. I] pouvait 
voir, fidélement conservées par son assistant Pignot et son 
éléve Rivalier, non seulement la tradition verbale de sa doc- 
trine, mais aussi sa magnifique collection de cultures types, 
sans cesse alimentée et enrichie par de nouveaux matériaux. 
Ce culte, dont il se sentait entouré, adoucit certainement la 
tristesse de ses derniéres années, assombries par une succession 
de deuils tragiques. : 

Telle fut la carriére de Sabouraud, puissamment originale 
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par son indépendance : wne fonction modeste est accomplie 
pendant quarante ans, mais une intelligence radieuse, pariai- 
tement équilibrée, servie par une rigoureuse méthode, l’honore 
par son magnifique effort et la grandit par une ceuvre incom- 


parable. 


ETUDES SUR LA MICROBIOLOGIE DU SOL ET DES EAUX 


(NEUVIEME MEMOIRE) 


SUR LA MORPHOLOGIE ET L’CECOLOGIE DES AZOTOBACTER 
par S. WINOGRADSKY. 


Avec les planches n* V, V1 et VII. 
Clichés de M. Jeantet, photomicrographe de l'Inslitul Pasteur. 


La morphologie des Azotobacter est un théme qui a suscité 
‘de nombreuses et soigneuses recherches au cours des trente- 
cing ans révolus depuis leur découverte. On s'est appliqué a 
suivre leur cycle d’évolution, 4 décrire avec détails les formes 
‘qui composent leurs pullulations. Les formes variées du bio- 
type lui ont valu le qualificatif de pléomorphe. Il y en avait 
qui étaient réguliéres — rondes, ovalaires, en batonnet trapu 
— et qui paraissaient dominer : on tendait a les qualifier de 
normales. Elles étaient toujours accompagnées de formes 
-aberrantes qui rendaient le tableau disparate, et sur la nature 
desquelles on n’était pas d’accord. Enfin, on a constaté la 
présence dans les cultures de cellules munies de capsules 
épaisses, dont l’analogie avec les stades de sporulation ou 
-d’enkystement ne paraissait pas douteuse. 

Ces caractéres morphologiques résument les principales don- 
nées des anciennes recherches de Beijerinck, de Prazmowski, 
d’Oméliansky et de bien d’autres (1901 4 1923). 

Avec Lohnis [4] la morphologie du biotype prend une tour- 
nure nouvelle. Partisan de la doctrine du pléomorphisme des 
bactéries, qu’il concoit A sa maniére, ce savant bactériologiste 
s’attache surtout a ces formes aberrantes pour attribuer a ce 
microbe un cours de développement trés complexe. Ce dévelop- 
pement comprendrait quatre cycles différents, sans qu’il soit 
clair, pour quelle raison ce nombre a été choisi, attendu que ces 
cycles ne sont guére fermés, et que les différents états sont libres 
de se transformer dans toutes les directions indiquées sur un 
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diagramme par de nombreuses fléches qui s’entrecroisent. Rien 
n’est dit sur les facteurs de ces transformations : s'il s’agit 
d’un phénoméne d’alternance de générations, 4 la maniére 
observée chez quelques algues et champignons, ou s’il faut 
les interpréter comme effets immédiats des conditions exté- 
rieures. On a particuliérement insisté sur la transformation 
de l’Azotobacter en un bacille sporogéne : Bacillus azotobacter 
devrait étre, par conséquent, le nom correct du genre. Que 
dire du Symplasma, espéce de plasmodium produit par la 
fonte générale et le mélange intime de tous les états de végé- 
lation, suivie d’une régénération non moins générale ? Et de 
l’acte sexuel attribué 4 une bactérie > Sinon, qu’un cryptoga- 
miste ne saurait accorder la moindre probabilité & ces décou- 
vertes quasi-sensationnelles. 

Aucune tentative n’est faite, ni méme jugée nécessaire, 
pour élayer ces affirmations par des observations directes de 
la continuité des états divers. L’auteur de la théorie croit 
pouvoir remplacer ces observations par une Revue de la litté- 
rature bactériologique 1838-1918, — présentée dans un volume 
in-4°, 250 pages, accompagné de 18 planches avec 89 figures, 
plus 23 planches avec 297 photogrammes, — ou il s’efforce 
de démontrer que tous les bactériologistes, anciens et moder- 
nes, ont bien eu l'occasion de s’assurer des faits qu’il décrit, 
mais qu’ils n’ont pas su tirer les conséquences logiques de 
leurs observations étant sous l’empire du « dogme monomor- 
phiste » qui paralysait leur jugement. Ajoutons que cette mul- 
tiplicité des cycles avec son pléomorphisme chaotique a été 
étendue a tous les représentants de la classe des Schizomycétes. 

Devant ces données mal établies, il n’y a qu’a regretter 
qu’elles raménent, en quelque sorte, la morphologie bacté- 
rienne a ses tout premiers téatonnements, quand, a défaut 
d’une méthode exacte, toutes les assertions paraissaient per- 
mises. , 

Il a donc été inattendu de voir cette théorie prise au 
sérieux a notre époque, ot la science microbiologique 
est déja loin de ses premiers débuts. En effet, les travaux sur 
la morphologie des Azotobacter — sans parler d’un nombre 
d’autres espéces — entrepris au cours de la derniére quinzaine 
d’années, a savoir, ceux de Niemayer [2], Petschenko [3], Kras- 
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silnikov [4], de Regel [5], Batchinskaya [6], se sont donné tous, 
plus ou moins, pour tache de vérifier les données de Lohnis. 
On doit leur rendre justice qu’ils ont choisi une méthode sévére 
pour exécuter ce contrdle. En majorité, ils ont cru devoir tra- 
vailler avec des souches issues d’une seule cellule (single cell 
culture, ein-Zell Kultur), et de suivre leur végétation sur le 
vivant, en goutte pendante. Et puisque c’étaient les formes 
aberrantes qui se posaient au centre de l’attention, le mot 
d’ordre était de provoquer, d’exagérer méme leur production, 
en variant la composition du milieu le plus largement possible. 
Ainsi, Petschenko dit avoir employé jusqu’a 38 milieux de for- 
mule différente, tandis que Batchinskaya se contentait de dix, 
ou l’on trouve, entre autres, le mott de biére, une décoction 
de paille de lin, de farine de haricot, du bouillon de viande, 
etc., milieux choisis au hasard des formules de la bactério- 
logie générale. 

Malgré le fouillis des formes observées, le cours normal est 
plus ou moins clairement reconnu par ces auteurs, particu- 
hérement, par Batchinskaya, dont le schéma correspond assez 
exactement a la réalité. Il est d’accord avec les résultats des 
anciennes recherches. Tout comme ces derniéres, ces nou- 
velles observations laissent incertaine la réponse a la question 
la plus importante de la morphologie du groupe, & savoir, si 
ce biotype posséde un stade de repos régulier, terminant le 
cours de la végétation, comme la sporulation bacillaire en 
donne l’exemple. La conclusion du travail de S. de Regel 
résume, parait-il, les idées de tous les chercheurs sur ce point 
capital. Les stades de conservation (Dauerformen), dit-elle, 
peuvent apparaitre dans le cours de développement. Ce sont 
des cellules munies d’une membrane épaisse et qui peuvent 
germer. Cependant, elles ne sont pas nécessaires a lévolution 
des Azotobacter. Elles apparaissent seulement sous l’effet de 
facteurs extérieurs (« Sie treten nur auf, wenn die dusseren 
Faktoren dazu gegeben sind »). 

Krassilnikoff ne leur reconnait pas les caractéres, ni la fonc- 
tion des spores, ces productions « ne différant que peu de la 
cellule végétative » et ne présentant pas une forme déterminée, 
constante. Batchinskaya les désigne sous le nom de cellules 
encapsulées (capsulated cells) ; elle décrit leur germination, 
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qui est pourtant un phénoméne propre aux spores et aux 
kystes. Ce dernier terme est certainement celui qui convient le 
mieux a ces formations. 

Quant aux formes aberrantes, particuliérement les formes 
gonflées, sphériques ou filamenteuses, tourmentées, elles sont 
unanimement reconnues comme formes d’involution. Mais a 
quelles influences est due cette abondance insolite de ces for- 
mes dans des cultures qui paraissent florissantes, la question 
n’est pas méme posée ; ce qui est, du reste, le cas dans les 
anciennes recherches également. La transformation en bacille 
sporogéne ou en d’autres formes, le symplasme, l’acte sexuel 
(conjunction), bien entendu, ne sont pas confirmés. 

En ce qui concerne les formes de reproduction, lesqueiles 
d’aprés Léhnis seraient multiples — gonidia, regenerative 
bodies, arthrospores, mcrocysts, endospores, exospores — 
sans qu'il apparaisse a quelle réalité ces termes ‘peuvent cor- 
respondre, la suggestion de ce savant a incité a chercher 
dans les cultures des organes spéciaux de propagation, inconnus 
chez les Schizomycétes, ott comme on le sait depuis si long- 
temps, la multiplication est assurée par la scissiparité. Kras- 
silnikoff, de Regel, Ratchinskaya croient les trouver dans des 
corpuscules d’une extréme petitesse, qui seraient des gonidies 
se formant tantét a lVintérieur des cellules, tantét a l’extérieur 
sous forme de bourgeons minuscules. Nous reviendrons dans 
la suite sur la nature des corpuscules cocciformes que l’on 
trouve parfois dans les cultures des Azotobacter. 


LE PRINCIPE OFCOLOGIQUE. 


Il ne s’agit pas de renouveler dans ce travail les descriptions, 
de corriger quelques détails ou d’en ajouter d’autres, passés 
inapercus, ou en général d’un simple travail de révision. Nous 
avons concu plutét comme un essai d’application d’un prin- 
cipe nouveau, ou négligé, dans les recherches morphologiques 
sur les microbes des milieux naturels : le principe cecologique 

L’étroite influence des conditions extérieures sur la forme 
et la fonction des organismes est une loi qui ne souffre pas 
d’exception. Elle s’impose, quand il s’agit d’organismes supé- 
rieurs, ot il est généralement facile de distinguer une évolu- 
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0s normale des cas anormaux, dystrophiques, conduisant a 
Vatrophie ou a l’hypertrophie ; sans parler des cas tératolo- 
gigques, immédiatement reconnaissables sans erreur possible. 
Ul est évident, ensuite, que l’évolution normale ne pourrait 
‘Sulvre son cours que dans des conditions qui y répondent, qui 
sont normales pour l’espéce donnée. Nul doute que la méme 
loi ne joue chez les organismes microscopiques, mais ses effets 
‘sont, bien entendu, beaucoup plus difficiles & saisir. 

Les bactériologistes ne se sont pas beaucoup occupés de la 
norme chez les especes bactériennes qu’ils étudiaient. La ques- 
tion paraissait secondaire. Elle n’intéressait pas les études sur 
les fermentations 4 caractére industriel, ot il s’agit le plus 
‘souvent d’espéces sélectionnées, adaptées aux conditions qui 
Jeur sont imposées par |’opérateur. 

Tout différent est le cas des espéces qui composent la micro- 
flore des milieux naturels : le sol, les eaux. Ici la méconnais- 
sance des conditions de leur existence et de leurs fonctions 
dans la nature menace de nous conduire a des conceptions 
entiérement erronées sur leur réle en dehors du laboratoire, 
-dans l’économie du sol et des eaux. Il est donc indispensable 
de se faire une idée déterminée sur leur régime au sein de 
Vhabitat qu’elles recherchent. On n’en sait que trés peu de 
-choses. Particuliérement, les conditions de l’existence naturelle 
des Azotobacter, dont le réle dans I’économie de l’azote du 
globe ne saurait étre exagéré, sont restées une énigme indé- 
chiffrable, malgré des recherches assidues au cours d'une tren- 
taine d’années. 

Depuis 1930, nous avons essayé de percer cette énigme [7]. 
Les recherches exposées dans notre mémoire de 1932 [8] ont 
été particulitrement suggestives sous ce rapport. Rappelons 
qu’elles ont été exécutées au moyen d’une méthode nouvelle, 
qui permet de suivre de prés le comportement de la commu- 
nauté microbienne (sous forme de particules de terre) sur des 
plaques de gel silicique imprégné de substances diverses, pour- 
yues ou non d’azote combiné. Le manque de cet azote s est 
imposé comme la condition la ‘plus essentielle de Vapparition 
de l’Azotobacter sur ces plaques. Quant aux aliments, ce 
n’étaient pas la mannite ou le glucose qui favorisaient la 
prédominance de ces fixateurs sur le milieu, mais des 
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substances de valeur nutritive inférieure, notamment les 
alcools et acides de la série grasse 4 2 4 4 atomes de carbone : 
alcool éthylique, butylique normal, acétate, propionate, buty- 
rate, qui sont les déchets d’un grand nombre de phénoménes 
fermentatifs. 

Le gel imprégné de l’une ou de l’autre de ces substances, 
comme seule matiére énergétique, en méme temps que privé 
d’azote combiné, était envahi exclusivement par les Azoto- 
bacter, qui refoulaient tout le reste de la microflore du sol ; 
tandis qu’en présence de |l’azote ammoniacal ou nitrique, ainsi 
que sur les plaques a glucides, ces fixateurs avaient toujours 
plus ou moins le dessous. Le benzoate, matiére inusitée dans 
les formules de milieux bactériologiques, y+ jouait le méme 
role favorable. Le fait est cecologiquement intéressant, cet acide 
ayant été trouvé dans le sol 4 la dose de 2 grammes pour 
25 kilogrammes de terre, ot il doit son origine probablement 
& la décomposition des dérivés benzéniques (voir Shorey, The 
presence of some benzene deriwaltives im soil. Cité par 
Waksman, Humus, p. 136). 

Ces observations laissaient déja entrevoir la ligne a suivre, 
pour dévoiler l’cecologie de ce groupe de fixateurs d’azote. Elles 
conduisaient a l’idée que ces « mauvais aliments » constituent 
justement la part des Azotobacter au sein des milieux naturels, 
ou ils n’arrivent a pulluler que vers la fin du processus de 
décomposition des matiéres végétales : donc & un moment 
ot. le milieu est épuisé en azote assimilable, mais enrichi 
en produits de fermentation malaisément attaquables par 
lénorme majorité des agents microbiens, surtout dans des 
conditions de pénurie en azote combiné. 

Ces relations établies, il y avait lieu d’abandonner les 
anciennes formules qui péchaient gravement contre l’cecologie 
du biotype en question, et cela sous le double rapport de la 
qualité de l’aliment et de sa concentration dans le milieu, et 
de les remplacer par d’autres contenant les substances orga- 
niques déja nommées, et a faible dose. 

Une premiére série d’expériences [9] a confirmé le fait d’une 
adaptation spécifique de ce groupe aux corps organiques de 
constitution simple. Elle a montré avantage que l’on pouvait 
lirer de leur emploi comme aliments dans une étude appro- 
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fondie de la morphologie normale de ces microbes, en les fai- 
sant pulluler dans leur milieu normal, ou en tout cas plus 
rapproché de leur norme que ceux des formules standard 
recommandées. 

L’espéce ne peut étre différenciée morphologiquement que 
par son cycle évolutif, c’est-a-dire par la succession des formes 
qu'elle produit au cours de son développement normal ; il 
s’agit donc en premier lieu de suivre ce cycle pour chercher a 
établir ensuite les facteurs capables de le modifier d’une 
maniére ou d’une autre. 

A la suite de toutes ces considérations on a été conduit a se 
poser le programme qui suit : 

1° Elaborer une méthode démonstrative pour établir le cycle 
évolutif d’une souche d’Azotobacter ; 

2° KEtudier l’influence du milieu sur la variabilité de la 
souche et sur ses fluctuations individuelles ; 

3° Rechercher la cause de la production excessive de formes 
aberrantes ; 

4° Multiplier autant que possible les illustrations documen- 
taires, c’est-a-dire, photographiques. 

Sous ce dernier rapport, nous avons été particuliérement 
favorisé par la précieuse collaboration que nous a apportée 
notre collégue M. P. Jeantet. Tous les photogrammes annexés 
a ce mémoire ont été exécutés d’aprés les magnifiques photo- 
graphies prises par lui sur nos préparations, mais sans aucun 
genre de concours de la part de l’auteur. Nous sommes heu- 
reux de reconnattre la grande part qui lui revient dans nos 
démonstrations, par le nombre et la clarté des images qu’il a 
bien voulu mettre 4 notre disposition. 

Certes, une photographie quelconque, ou méme un simple 
croquis, pourrait bien donner une idée sommaire des formes 
cellulaires, mais ce genre d illustration ne suffirait pas pour 
reproduire fidélement les tableaux microscopiques des pullu- 
lations massives, autant qu’il est nécessaire, pour que lon 
puisse juger de leurs caractéres eénéraux, & savoir : sont-elles 
homogénes ou disparates, quel est le degré de fluctuations 
individuelles, quel est le taux de la production des formes de 
repos dans la masse des cellules végétatives, ou de certaines 
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lormes aberrantes, etc. ? C’est par ces considérations que se 
justifie la part réservée aux illustrations dans ce mémoire. 


METHODE. 


Kst-il nécessaire que la culture qui sert aux observations: 
morphologiques descende d’une seule cellule isolée pour ce 
but? Nous ne le croyons pas, car il ne s’agit pas de dissocier 
le biotype, mais de suivre son évolution, y compris les varia- 
tions individueiles qui lui sont propres. Si cette condition 
sévére est imposée dans le but d’assurer la pureté absolue de 
la souche, ce but peut étre atteint beaucoup. plus facilement. 
Quant 4 la preuve de pureté, aucune n’est plus stire que 
Vhomogénéité des pullulations telle qu’on la trouvera sur nos 
photogrammes, homogénéité qui se maintient & tous les stades 
successils de l’évolution. Car, s’il est peu probable que la forme 
de deux espéces autonomes puisse étre strictement identique 
a quelque moment que ce soit de leur développement, il est 
absolument impossible de se figurer que cette identité de 
formes puisse se maintenir a toutes les étapes de leurs cycles 
respectils. C’est donc cette homogénéité évolutive qui est la 
preuve la plus décisive de la pureté, et la culture unicellulaire 
ne dispense pas l’opérateur de l’obligation de la produire ; 
d’autant plus, que saisir une seule cellule en évitant les 
impuretés minuscules qui infestent si souvent les cultures. 
d’Azotobacter, ne peut étre envisagé comme une opération 
toujours sure. 

Quant aux études microscopiques, Krassilnikov, de Regel, 
Batchinskaya se sont astreits a suivre la végétation des cel- 
lules sur le vivant, en goutte pendante. Sans doute, la méthode 
est exacte, mais elle est ingrate dans le cas. D’abord, elle ne 
donne qu’une idée incompléte de l’ensemble des végétations, 
et c’est plutdt cet ensemble qui importe ; la végétation y est 
génée, l’ohservation pénible, les conditions optiques défavo- 
rables, les détails de structure, sans usage de colorants, incer- 
tains. De plus, les illustrations, présentées comme croquis, ne 
peuvent avoir aucune valeur documentaire. 

On a préféré suivre Ja marche des pullulations dans les 
cultures — en fioles ou sur plaques — aussi souvent que 
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nécessaire, depuis leurs tout premiers débuts et jusqu’a la 
fin. Ce procédé, si simple, est en méme temps le plus démons- 
tratif, & condition, bien entendu, de la pureté bien assurée 
des cultures. Il s’entend que ces examens sériés ne se feront 
pas au hasard, 4 des moments quelconques, mais d’aprés un 
schéma établi de maniére a saisir tous les stades successifs. 

Il suffira ici, comme on le fait généralement, de déterminer 
successivement les caractéres de cellules jeunes, adultes, Agées, 
enfin, de la forme de repos, s’il y en a. Quelques observations 
préliminaires permettront de se renseigner sur 1’échelonne- 
ment le plus avantageux des examens. La végétation des Azo- 
tobacter marchant 4 une allure beaucoup plus lente que chez 
la grande majorité des bactéries, un examen par jour sera le 
maximum de fréquence ; souvent on pourra se contenter de 
3-4 examens au cours d’une dizaine de jours. 

Le point délicat sera de saisir les tout premiers débuts, les 
formes de la premiére jeunesse du microbe, dont la durée est 
souvent éphémére. Dans les ficles tenues au repos, ce premier 


début se traduit par une légére opalescence qu'il est facile de 
noter. 


PREPARATIONS MICROSCOPIQUES. — L’opalescence aussitét 
notée, ce qui a lieu le plus souvent au bout de vingt a vingt- 
quatre heures, on contrdéle la motilité en goutte pendante et on 
procéde aux premiéres préparations. On retire une anse de 
liquide et on la dépose au centre d’une lamelle, de maniére a 
former une goutte bombée d’environ 5 millimétres de dia- 
métre ; on séche, on colore le dépdt salin qui se dessine au 
centre et on examine dans l’eau. On y trouvera assez d’indi- 
vidus pour juger des caractéres de la forme jeune. On proce- 
dera de Ja méme maniére dans la suite, avec la différence que 
Von n’aura plus 4 compter avec la pénurie des végétations. 

Les méthodes courantes de coloration ne donnent pas de 
bons résultats : le tableau en est souvent brouillé, surcoloré, 
le fond sale A cause du mucus, abondant a certaines périodes 
de végétation, et du dépdt salin, ce qui fait que les détails ae 
structure échappent a l’observation. Nous avons eu recours a 
la méthode déjd employée précédemment, qui est basée sur le 
traitement successif avec un colorant acide phéniqué, suivi 
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d’un colorant basique, les deux en solution faible. Le premier 
est cette fois le Fast Acid Blue R (Violamine), recommandé par 
Romell, en solution & 1 p. 100, phéniquée 4 5 p. 100 ; son effet 
colorant est faible, il agit plut6t comme mordant, car une 
solution aqueuse faible de Gentiane, appliquée aprés lavage, 
donne une coloration des plus rapides et brillantes : il suffit 
de trente secondes pour la premiére et autant pour la suivante. 
S’il s’agit d’une culture Agée, ot la production de kystes est 
probable, on chautffe la goutte du bleu acide jusqu’a émission 
des prémiéres vapeurs, on lave, on colore une minute avec une 
solution de Vésuvine, on lave, enfin, on fait agir un tout petit 
moment la Gentiane aqueuse (ce qui produit l’effet de rendre 
les teintes plus vives), mais en se gardant de prolonger 
Vaction. Si la préparation est réussie, le corps central du 
kyste, la cellule, est coloré brun ou noir, la capsule se pré- 
sente composée de deux couches, dont l’exine est noiratre, 
Vintine jaune. 

Le procédé est expéditif, et il n’y a qu’é jeter un coup d’ceil 
sur les planches pour s’assurer de ]’intensité de la coloration 
et de la pureté du fond. 

Un détail qui a son importance : ne pas monter les prépara- 
tions en baume. Les formes en deviennent rabougries, le 
tableau plus ou moins endommagé. Les lamelles aprés examen 
sont simplement enlevées, séchées, enveloppées dans du papier 
de soie, étiquetées et gardées dans de petites boites. On peut 
réexaminer aussi souvent que nécessaire, toujours dans de 
eau, le tableau conservant toute sa « fraicheur ». Les photo- 
graphies sont prises également dans de l’eau, la lamelle alors 
encadrée de baume. M. Jeantet n’y a trouvé aucun inconvé- 
nient. 


FoRMULES DES MILIEUX DE CULTURE. — Pour la culture en 
milieu liquide, on se sert d’une solution de sels minéraux 
additionnée de l’une des cing substances déj& mentionnées, 
alcools et sels organiques. 
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On prend pour 1 litre : 


GRAMMES GOUTTES 
Phosphate monopotassique .......,..., ilo) 

Phosphate bipoltassiques. a slius +s. ws 2 0,2 

Rullfate de MAPMESIO.. =. oe hk bk we ee 0,6 

Chiorurerde godtmmt =: 2 6 fo. ek a 0,4 

Solution chlorure de fer... .......... » Ill 
Solution sulfate de manganése.........., » Il 
Molybdate de sodium a1 p.100......... » Il 


OMMMOM MIOMIGUC.. ss Ae se ee » Tl-II 


La solution humique, préparée d’aprés Dean Burk, favori- 
serait l’assimilation du fer ; le molybdéne, d’aprés Bortels, 
aurait leffet d’activer la fixation d’azote. Dans des cas, ov il 
importe d’avoir une solution libre de traces d’azote, on prend 
de Veau distillée et on supprime la solution humique ; dans 
d’autres, on se sert de l’eau du robinet. 

La majorité des études a été faite sur des cultures en solution. 
Il a été commode de se servir de fioles coniques de 125 cent. 
cubes de contenance, le fond plat ayant un diamétre de 7 a 8 
centimétres. Chargées de 30 centicubes de solution, la couche 
liquide y atteint environ 1 centimétre de profondeur, ce qui 
est nécessaire pour bien apercevoir le trouble naissant. On y 
jette environ un décigramme de carbonate de chaux qui 
recouvre le fond, en laissant au repos la solution parfaitement 
limpide. 

Les cultures sont conduites parallélement de maniére & 
comparer les pullulations dans des conditions strictement 
pareilles, sauf la matiére énergétique offerte. On prépare un 
lot de sept fioles que l’on ensemence simultanément et 4 la 
méme dose avec la souche que l’on étudie, les deux fioles 
supplémentaires l'une a glucose, l’autre 4 mannite faisant 
partie du lot. Il n’est guére nécessaire de travailler avec des 
solutions équimoléculaires, les petites différences de concen- 
tration ne pouvant exercer aucune influence sur les formes qui 
s’y développent. Il suffit de se tenir 4 des concentrations fai- 
bles, car, d’un cété, la dose alimentaire pour les alcools et le 
benzoate n’est pas bien éloignée de la dose toxique ; de Vautre, 
on imite ainsi mieux le milieu naturel, ot les solutions trés 
6tendues sont la régle. On ne dépassera donc pas 2 ou 
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3 p. 1.000, dose dix fois plus faible que celles qui figurent 
dans Jes formules standard. 

Voici la liste des solutions nutritives du lot complet. Pour 
30 cent. cubes de la solution saline additionnée de O gr. 1 de 
CaCO; on prend : 


AsO iCe Coal BAN OCICS Dire tar. in Cue eeaers Alcool éthylique absolu. 
PM OE ie! i erie iraa ra tno ribo. otc Alcool butylique normal. 
Bowel oad bere mar 5 5 nS es ofa 4 Butyrate de calcium. 
eer) 0) cool orate Se. 2s acme ean: . Acétate de calcium. 

Bice RES SU) veawt dlyeae AMIN Ge a SS a Benzoate de calcium. 

6» LOOmmilliorammies’. a eee + ante Glucose pure. 

MO Tcbe ACs ogee eno eo Gane Bo. oie Mannite pure. 


‘Les alcools sont ajoutés aprés stérilisation du lot a J’auto- 
clave, au moyen d’une pipette de précision de Pregl. 

Pour la culture sur milieu solide, des plaques de silicogel 
sont de beaucoup préférables au milieu gélosé. On se sert de 
boites de Petri en « Pyrex », de 5, de 10, de 20 centimétres de 
diamétre, selon le cas, que l’on charge de 10, de 30, de 200 
cent. cubes de mélange gélifiant ; elles sont ébouillantées pen- 
dant une minute immédiatement avant l’usage. Pour leur 
imprégnation, on prend une soijution saline cing fois plus 
concentrée que la solution ci-dessus. Les doses sont, selon la 
grandeur des plaques, respectivement de 0,5, 2,0, 10,0 centi- 
cubes. On verse ces doses dans de petites fioles en ajoutant au 
besoin un peu d’eau stérilisée, on y dissout l’aliment choisi, on 
y délaie un peu de carbonate de chaux, on fait bouillir, on jette 
sur la plaque, on évapore la nappe liquide en tenant les sou- 
coupes sur une plaque métallique chauffée 4 50°. Les alcools 
sont ajoutés apres cette évaporation, en faisant tomber la dose 
soutte a goutte sur la surface ; on recouvre et on larsse l’alcool 
pénétrer spontanément dans la masse du gel. Au bout d’une 
dizaine de minutes, Ja surface redevient mate. Les doses en 
centicubes sont respectivement : 0,05 0,2 - 0,3 2,0. 

Le milieu gélosé, plus résistant, est indiqué, quand il s’agit 
de l’épuration des souches, spécialement pour ce but. On se 
sert alors d’une gélose-sels, en ajoutant a la solution saline 
environ 2 p. 100 de gélose macérée plusieurs jours dans de 
l’eau. Avant de faire couler ce milieu dans des boites de Petri 
de 10 centimétres, on introduit préalablement dans celles-ci 
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‘des doses convenables d’aliments en solution, ainsi que quel- 
‘ques gouttes d’un lait de carbonate de chaux stérilisé. Pour une 
plaque de gélose alcoolisée, on verse dans la soucoupe 0,2 cen- 
ticubes d’alcool absolu, un peu de lait de craie, on laisse 
couler, on mélange. 

Remarquons que pour ensemencer les plaques, il est infi- 
niment plus avantageux de diriger au moyen d’un pulvérisa- 
teur une buée fine sur leur surface, que de répartir la goutite 
de V’ensemencement en se servant d’une baguette courbée A 
angle droit. La’ dispersion et la répartition des germes en 
deviennent plus parfaites, tandis que le frottement exercé 
‘sur la surface est plutét susceptible de causer leur agglutina- 
tion. Les germes de l’air n’ayant aucune prise sur un milieu 
sans azote avec un peu d’alcool comme seule substance organi- 
que, on peut opérer beaucoup plus librement que de coutume. 


CHOIX DE L’ESPECE. 


Le groupe des Azotobacter comprenant plusieurs espéces, on 
a préféré choisir une ou deux d’entre elles pour une étude de 
fond. 

Beijerinck en a différencié deux : Az. chroococcum, produi- 
‘sant un pigment brun ou noir, et Az. agdlis, grande forme a 
cellules arrondies, trés intensément mobiles, communiquant 
au milieu de culture une teinte verte. Lipman a isolé deux 
espoces de plus : Az. vinelandii, se rapprochant de Az. agilis 
par son pigment vert, mais se distinguant par la taille moindre 
des cellules et par leur forme. Une quatri¢éme espéce isolée 
également par Lipman. Az. bewyerinckti, qui se caractérise par 
ses chapelets d’articles, compléte la liste des « bonnes espé- 
ces». On a prétendu en ajouter encore deux, mais leur 
diagnostic est resté douteux. 

Les souches Chroococcum et Vinelandi ont été les sujets 
favoris des expériences sur la fixation. Quant a leurs carac- 
4ares microscopiques, on ne constatait généralement aucune 
différence ventre les deux ; les études morphologiques  trai- 
taient indifféremment du biotype Azotobacler, qu'il s’agisse 
ade souches de Chroococcum ou de Vinelandia. 
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Au début de nos recherches, nous nous sommes adressé & 
des savants microbiologistes étrangers, avec priére de nous 
faire parvenir des échantillons de leurs cultures. Trés obligeam- 
ment, le professeur Kluyver, de Delft, le professeur Waksman, 
de New Brunswick, le D’ Dean Burk, du Bureau of Soils de 
Washington, le D" Stapp, du Reichsanstalt Berlin-Dahlem, 
des collégues russes (que nous laisserons anonymes), nous ont 
fait parvenir toute une collection de souches d’Azotobacter en 
tubes de gélose mannitée ou glucosée. Nous adressons 4 nos 
éminents confréres nos trés sincéres remerciements. 

Ces souches d’ancienne culture nous ont été précieuses pour 
une étude comparée avec des souches locales fraichement 
isolées du sol. UU est évident que seules ces derniéres conve- 
naient pour une étude de fond, & cause des modifications pos- 
sibles qu’aurait pu subir le biotype, a la suite d’une culture 
prolongée de longues années dans des milieux sucrés a 
concentration relativement élevée. 

Une souche a pigmeut vert isolée du sol de Brie était a 
notre disposition, désignée au-laboratoire de souche verte. On 
l’a préférée au type Chroococcum, a cause de la parfaite homo- 
généité de ses pullulations qui faisait conclure A une race pure, 
tandis que les Chroococcum du sol de Brie donnaient |’im- 
pression d’un mélange de races, ce qui aurait compliqué les 
débuts des recherches. 

Le pigment vert, ainsi que d’autres caractéres, conduisaient 
a rapprocher notre souche de l’Azotobacter vinelandii isolée en 
Amérique par J. Lipman et nommée d’aprés le champ ot 
Vespéce a été trouvée. De 1a, elle s’est répandue, parait-il, prin- 
cipalement de laboratoire en laboratoire. De nouveaux isole- 
ments ont été en tout cas assez rares. Oméliansky, qui a étudié 
de nombreux sols russes sous le rapport des germes de ce groupe, 
ne la mentionne méme pas parmi ses trouvailles. Nous-méme, 
nous avons été frappé par son extréme rareté dans le sol de 
la Brie, pourtant riche en germes de Chroococcum et de Bei- 
jerinckii. I-suffit de dire qu’au cours d’une dizaine d’années, 
ou nous avons eu bien souvent l’occasion d’isoler les fixateurs 
du sol de Brie, nous n’avons trouvé qu'une seule fois une 
colonie verte dans un seul des échantillons étudiés. Fréquem- 
ment, on a renouvelé, depuis, la chasse a cette souche verte, 
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mais on ne l’a plus retrouvée dans le sol. La raison de cette 
rareté nous échappait complétement. 

Nous sommes heureux de reconnaitre que c’est grace & une 
suggestion du professeur Kluyver que nous l’avons apprise. 
A l’occasion d’une correspondance, qui s’engagea avec lui 
concernant l’espéce Azotobacter agilis paraissant introu- 
vable ailleurs qu’en Hollande, notre confrére nous a donné 
le conseil de la chercher dans les eaux de la région. On 
y reviendra quand il s’agira de cette espéce. L’idée nous est 
venue alors tout naturellement de l’appliquer au type Vine- 
landi, si rare dans le sol. Le succés a été décisif ; on retrouve 
depuis le type couramment dans les eaux de la région. La, & 
condition que l’échantillon d’eau soit clair, l’ordre de fré- 
quence des différents germes Azotobacter est inverti : ce sont 
alors les espéces a pigment vert qui dominent, tandis que le 
type Chroococcum devient rare ou absent. 

I] apparait donc que le type Vinelandii n’est guére rare dans 
la nature, qu’il est plutét commun, ubiquitaire, a condition de 
le chercher non dans le sol, mais dans les eaux. Sans en avoir 
le dessein, nous avons été amené ainsi 4 commencer nos études 
morphologiques sur une espéce d’Azotobacter gui choisit l’eau 
pour habitat. 


LA SOUCHE VERTE LOCALE. 


La souche locale a été isolée sur une plaque de silico-gel 
éthanolée ; elle n’a jamais passé par des milieux & sucre. 


Le cours NoRMAL. — Prenons un lot de sept fioles coniques 
chargées de 30 cent. cubes de solutions composées d’aprés les 
formules des pages 361 et 362. Ensemencons-les avec une anse 
d’une suspension du microbe prise aprés agitation, placons-les 
A l’étuve A 30°. Désignons-les par le nom de l’aliment qu’elles 
contiennent. 

Au bout d’une vingtaine d’heures, éthanol, butyrate, acé- 
tate, laissent remarquer déja une légére opalescence. Mannite 
et glucose suivent 4 quelques heures d’intervalle. Butanol au 
bout de quarante-huit heures. Benzoate au bout de trois a cing 
jours. Ces différences dans la rapidité de la reprise, en général, 
dans l’énergie des pullulations, sont 4 peu prés constantes ; 
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elles donnent une idée de la facilité d’assimilation des aliments: 
olferts. 

Il est encore évident que, si l’on veut retrouver les stades 
homologues: dans les cultures du lot, on devra compter lage 
de Ja culture non depuis le moment de l’ensemencement, mais 
depuis: le début des végétations mindiqué par l’opalescence du 
liquide. 

Celle-ci, aussitdt notée, c’est le moment de faire le premier 
examen microscopique d’aprés Ia maniére déja indiquée. Le: 
peuplement est encore peu abondant. On trouve pourtant déja 
dans la. goutte pendante, surtout en suivant son pourtour, quel- 
ques: batonnets en mouvement tranquille, plutét lent. On en 
trouve assez dans la préparation pour s’assurer que la végé- 
tation est composée de batonnets trapus & bouts arrondis, 
mesurant 2,0' a4 2,5 sur 1,2 4 1,5 wp. 

Le photogramme n° 1 reproduit fidélement le tableau de: 
cette pullulation jeune. On notera sa parfaite homogénéité- 
comme forme et comme taille, ainsi que *’absence complete de- 
formes aberrantes. 

Vers le trovsieme jour, le liquide de culture montre un 
trouble intense. En goutte pendante, la motilité continue, 
mais on ne distingue plus de formes en batonnet. Dans les 
préparations, le tableau est composé entiérement de formes 
arrondies, ovalaires. 

Le n° 2 illustre cet état que l’on pourrait désigner de stade: 
adulte. 

Une teinte glauque apparait dans le liquide vers cette 
époque (troisiéme ou quatriéme jour), pour passer bientét en 
une teinte verte, d’un beau vert fluorescent. 

La teinte est facile & reproduire au moyen d’une solution 
de fluorescéine & environ 8 milligrammes pour 4 litres. Si on 
en prend 30 cent.cubes dans une fiole semblable que 1’on addi- 
tionne de la méme dose de craie, que l’on laisse déposer, l’ceil 
ne distingue aucune différence entre cette solution de colorant 
et Ia culture a cet état. 

La teinte ne constitue pas un caractére macroscopique inva- 
riable de la souche. Elle n’apparait que dans éthanol, mannite, 
glucose ; on ne la voit pas dans butanol, butyrate, acétate, ou 
les pullulations sont pourtant actives. ni dans benzoate. Par- 
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fois il y a quelque teinte dans butyrate et benzoate, mais elle 
est plutét jaune brunatre. 

Vers le quatriéme-cinquiéme jour, la végétation se concentre 
4 la surface en formant un film, bien fragile, qui se résout en 
flocons jaundtres a la moindre agitation. A ce stade, le 
tableau subit un nouveau changement : les cellules prennent 
de plus en plus la forme coccoide en diminuant encore de 
taille. 

Le photogramme n° 3 présente ce stade qui est celui des 
cellules agées. 

On. voit done qu’une succession réguliére de formes a lieu 
au. cours du développement de la souche : le batonnet trapu, 
relativement grand, se transforme par plusieurs étapes en 
formes ovalaires, enfin, en formes coccoides, réduites gra- 
duellement de taille. Dans quelques cas anormaux, cette 
réduction. conduit, comme on le verra, a un tableau entiéd- 
rement composé de formes coccoides minuscules n’excédant 
pas 1 » de diamétre. Il y a la un phénoméne décrit chez les 
algues Schizophyceae, ot il a recu le nom de nannocytose. Il 
y aurait raison. de l’appliquer 4 nos Schizomycétes, malgré 
quelque différence de son réle dans 1|’évolution : ainsi, chez 
ces algues, il est &4 considérer comme strement normal, tandis 
que chez nos bactéries il n’est normal que jusqu’é un certain 
point, que nous allons préciser tout a l'heure. 

En examinant bien les trois ilustrations indiquées, on 
notera que les transformations se font avec un ensemble par- 
fait, que les fluctuations individuelles ne troublent guére 
Vhomogénéité des tableaux, que les formes aberrantes, en 
quelque sorte indociles au mode d’évolution générale, man- 
quent totalement. 

Mais voici venir le stade le plus marquant du cycle de la 
souche, sa forme de conservation, 1’ équivalent fonctionnel de 
la sporulation bacillaire : Venkystement. 

Le photogramme n° 4 représente ce stade a 1'état incomplet, 
les kystes surgissant entre les formes végétatives, coccoides ou 
en courts batonnets, qui passent & l'état de repos en s’habil- 
lant d’une capsule caractéristique. 

Les n® 7 et & donnent un tableau d’enkystement général, 
ou on ne voit plus de formes végétatives. 
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Ce schéma général du cycle évolutif se rapporte, sauf quel- 
ques variations, aux cultures éthanol, butanol, butyrate, acé- 
tate, benzoate. Partout on retrouve les mémes stades homolo- 
gues dans la méme succession. 

Les tableaux présentés ayant été pris dans les cultures 
éthanol, ajoutons, pour compléter notre démonstration, encore 
une série de tableaux pris dans un cycle dont l’acétate était 
Valiment. Voir n®* 5, 6, 8. 

Les photogrammes 5 et 8, peuvent se passer de commentai- 
res. Seul le n° 6 demande quelques explications : stade assez 
rapidement transitoire, par conséquent difficile a saisir, il 
présente des cellules arrondies coccoides, entourées d’une 
glaire reliant les cellules entre elles. Ce stade qui précéde 
immédiatement l’enkystement général pourrait étre désigné de 
stade pré-kystique. On y voit les cellules chargées de gouttes 
d’huile qui disparaissent dans la suite, en méme temps que la 
cellule se contracte et s’habille d’une capsule, pour passer a 
Vétat de kyste. 

Quant aux végétations sur glucose et sur mannite, qui ne se 
conforment pas au schéma décrit de l’évolution normale, on 
s’en occupera aprés avoir décrit les variations que subit cette 
évolution. 

Ces variations touchent principalement & la production de 
kystes. L’enkystement d’une culture 4gée est normalement 
total jusqu’é disparition de presque toute forme végétative ; 
parfois il n’est que partiel, enfin il y a des cas, ot il n’a pas 
lieu du tout, méme au bout d’un délai trés long, six semaines 
et plus. 

Comme facteur de ces variations, nous n’avons constaté que 
Vinfluence de l’aliment organique. 

Ainsi, sur butanol l’enkystement est généralement le plus 
rapide et complet. Il arrive au bout de cing-six jours. 

Sur butyrate, acétate, benzoate, il parait plus tardif et sou- 
vent moins complet, sans que l’on puisse établir une régle 
fixe ; sur ces milieux il demande souvent un délai double. 

Ce qui étonne, c’est que sur éthanol il est le moins régulier. 
Nous avons observé assez souvent des cultures, ot les kystes 
étaient si clairsemés qu’on n’en trouvait que des unités, et 
cela au bout de longues semaines d’attente. Dans ce cas , la 
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diminution de la taille des cellules, qui est normalement arré- 
tée par l’enkystement, continue encore pendant quelque 
temps, ce qui conduit a un tableau composé de formes coc- 
coides minuscules d’un diamétre de 1 u et au-dessous. Ce genre 
de nannocytose nous parait anormal, car il est accompagné de 
lautolyse des végétations. Ces cultures dégénérées repren- 
nent mal. 

Le photogramme 12 présente une culture de ce genre en 
train de s’autolyser. On y trouve facilement une quantité de 
cellules minuscules réduites a l’état d’« ombres ». 

Cette particularité de l’alcool éthylique de se préter le moins 
bien a l’enkystement parmi les cing aliments en question, est 
difficile & comprendre, car cet alcool nous a paru si souvent 
tenir la place de l’aliment de prédilection de la souche. L’opa- 
lescence y était précoce, le liquide se peuplait rapidement, la 
teinte verte fluorescente y apparaissait réguliérement, ainsi 
qu'elle y était la plus intense. 

Il est remarquable que ce « défaut » peut étre corrigé aisé- 
ment en ajoutant avec l’éthanol un peu de butanol dans la 
proportion : éthanol 0,183, butanol 0,05 cent. cubes. Ou bien 
du butyrate de calcium a la dose de 0 gr. 05, ou un peu plus. 
C’est ce mélange qui nous parait le plus convenable pour la 
culture de la souche. 

Le photogramme 7 reproduit l’enkystement général obtenu 
dans une solution de cette formule au bout de la huitaine. On 
n’y voit que des kystes d’une forme allongée, cette fois. L’ab- 
sence de formes végétatives est aussi compléte que possible. 


LA VEGETATION SUR GLUCOSE ET MANNITE. — Le cours normal 
y est dérangé dés le début. Examinées aussi précocement que 
les autres, ces cultures ne montrent plus la forme en batonnet 
trapu des n® 1 et 5 ; ou bien elle est si fugace que l'on ne par- 
vient pas & l’attraper. Les premiéres formes que l’on trouve 
sont des formes arrondies ovalaires, mobiles. Ce premier 
tableau est relativement homogéne, mais il fait bientét place 
A un autre qui ne l’est plus. Composé de cellules de forme 
et de taille différentes, il est méme étrangement disparate. On 
se demande quelle pourrait en étre la raison, attendu qu'une 
multiplication par scissiparité conduit & des formes sensible- 
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ment pareilles. On. s’assure bientot que c’est le bourgeonne- 
ment des cellules qui en est la cause, mode de multiplication 
insolite chez les bactériens. Ce bourgeonnement est modéré,. 
on ne trouve qu’un certain nombre de cellules qui bourgeon-- 
nent, le reste parait se diviser normalement, mais le phéno- 
méne sulfit pour troubler profondément l’uniformité du 
tableau. Le bourgeon s’accroit sans atteindre la taille de la 
cellule, d'autres fois il s’en détache en simulant un petit coccus. 

Le n° 14 présente le tableau d’une culture de cing jours. 
sur glucose. On trouve sur plusieurs points de petits bour- 
geons disposés de biais & lum des bouts d’une cellule. Le n° 15. 
reproduit l’aspect des végétations d’une culture plus agée, 
ou les cellules rondes, en partie gonflées, monstrueuses, sont 
agglutinées en paquets, probablement par l’effet du bourgeon- 
nement. 

Il est probable que ce sont. ces bourgeons détachés qui sont 
fes soi-disant « gonidies » des auteurs ; peut-étre encore le 
terme exospores leur a été appliqué. Du poimt de vue de la 
botanique cryptogamique, ces termes prétent & confusion, car 
il ne peut étre question dans ce cas d’un organe spécial de 
propagation, & linstar de la classe des champignons, méme en» 
admettant que le coecoide soit capable de se développer en 
une cellule normale. 

On a noté une diflérence assez nette dans ie comportement 
de Ja souche sur glucose et sur mannite. C’est sur ghicose que 
le tableau aberrant est toujours plus prononcé, tandis que sur 
mannite il se rappreche plus de la normale. Mais a la faible 
concentration de 3 p. 1.000, la souche ne produit que rare- 
ment de ces formes monstrueuses qui ont été si souvent 
décrites. 

La principale déviation du cours normal touche a la produc- 
tion des kystes. On en trouve dans les cultures une certaine 
proportion, mais toujours restreinte et imstable, ce qui fait 
comprendre qu’on Jes a toujours regardés comme une sorte de 
production accessoire, dont Vespéce peut bien se passer. Sur 
glucose, leur proportion ne dépasse que rarement 1 p. 400 des 
cellules végétatives. Mais ih y a plus : les kystes une fois formés 
paraissent souvent meapables de remplir leur fonction de 
formes de repos qui leur est dévolue. Ils n’ont pas Papparence- 
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de kystes normaux, en commencant par leur taille qui est 
souvent double et triple de la normale. Gardés longtemps dans 
le liquide de culture, leur corps central, la cellule, parait subir 
une dégénération graisseuse, a en juger par sa réfringence et 
par son incolorabilité. 

Le n° 13 présente une ancienne culture sur glucose, ot l’on 
trouve ces. kystes dégénérés entourés de formes végétatives 
coccoides. 

Il. est: instructif de comparer ce tableau & celui du n° 10 pris. 
dans une culture normalement enkystée qui a été gardée sur 
un rayon de laboratoire prés de deux ans. On y voit que les 
kystes normaux n’y ont subi le moindre changement. 

Ces modifications, comme on le voit, apparaissent. comme 
elfet immédiat des glucides & faible concentration. Pour suivre 
Vetfet. chronique de ces substances, et cela a la concentration 
des: formules courantes, on a suivi deux lignées de cultures. 
sur glucose et. sur mannite, en repiquant tous les mois, toutes 
les autres conditions étant maintenues pareilles aux cultures 
précédentes. La reprise se maintenait rapide, la pullulation 
abondante, le film a la surface plus épais qu’ailleurs, la teinte 
verte fluorescente bien marquée. Mais quant aux caractéres 
microscopiques, on constatait toujours un tableau encore plus 
disparate, produit par un bourgeonnement plus intense, ainsi 
qu’une production de kystes de plus en plus restreinte. Le 
tableau d’une culture du. 2° repiquage représenté sur n° 16 
en montre encore quelques-uns. Mais dés le 4° repiquage la 
souche est devenue entiérement akystogéne. 


CULTURE SUR MILIEUX POURVUS D’ALIMENTS AzoTES. — Il a été 
établi que les cultures d’Azotobacter se développent plus rapi- 
dement en présence d’azote organique ou minéral, d’ot la 
conclusion que ces fixateurs bénéficient de l’aliment azoté au 
méme titre que les non fixateurs. En ce qui concerne la ques- 
tion de savoir, si ces microbes sont capables d’exercer une 
désamination sur les substances azotées — peptone, corps 
aminés et amidés — des opinions contradictoires ont été énon- 
cées sur ce sujet qui mérite bien une étude spéciale. Aujour- 
d’hui nous n’y toucherons qu’autant qu'il intéresse notre 
étude: morphologique. 
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Il est évident qu’il serait vain d’entreprendre des expérien- 
ces sur ce sujet, sans que la pureté des cultures soit assurée 
et sévérement contrélée dans la suite. Cette exigence est bien 
banale, mais dans le cas elle est Join d’avoir été toujours satis- 
faite. C’est que certains auteurs aprés avoir épuré leurs cultures 
lege artis, ne se sont pas mis en garde contre la présence 
possible d’un résidu de germes étrangers, qui restent latents 
aussi longtemps que le milieu est dépourvu d’azote assimilable, 
en ne génant la culture d’aucune maniére, mais l’aliment azoté 
les fait repulluler jusqu’é envahir le milieu. 

Dans |’étude présente, il ne s’agit que de suivre l’effet de 
Valiment azoté sur les formes et l’évolution de la souche. 

Différentes combinaisons ont été éprouvées : bouillon Mar- 
tin, peptone, asparagine, sans additions, ou combinés a des 
aliments ternaires, éthanol et glucose ; enfin, de l’azote ammo- 
niacal et nitrique combiné 4 de l’éthanol. Le bouillon a été 
employé tel quel, le reste des substances dissous dans 30 cent. 
cubes de la solution de sels p. 361. 

On en chargeait les mémes fioles en ajoutant un peu de 
carbonate de chaux. En voici la liste, avec indication des doses 
en milligrammes, ou en centicubes pour les aliments liquides : 


1. Bouillon Martin. 

AU) OOK Gta me 6 oO Ge mae 100 

Sue D LON OMe rman 1 ism capers 1400 -Glucose .... 4100 

AS Peptonoere’. Ler sche bee VOOR Ethanol es 0,4 

OSHA Sama SINC sae mice fen emir cllsete ta 100 

Oo Me eGuINMs ¢ a GA & a5 < 100 §Glhuicosemwe nee 100 

TiS SParagines. <<a. es ee 100 = Ethanol Sa 0,1 

8. Sulfate ammoniacal..... COR Ethanol ea 0,4 7 Doses équivalentes 
9-eNitrate: dessondex; <2 400 on 100 Ethanol 9.19 Oda d’azote. 


On a suivi deux lots de ces cultures en double pour chaque combinaison. 


Voici les résultats : 

Le bouillon Martin est resté limpide indéfiniment. 

La solution d’asparagine n’a provoqué le moindre dévelop- 
pement : limpidité parfaite, durable. 

La solution de peptone a donné une faible opalescence suivie 
d’une éclaircie presque totale au bout de deux-trois jours. 

Toutes les cultures pourvues d’aliment ternaire se sont trou- 
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blées au bout d’une quinzaine d’heures a 30°. La pullulation 
paraissait activée ; la teinte caractéristique est apparue plus 
tot ; la motilité était assez intense. 

Mais quant aux tableaux des pullulations, ainsi que de leur 
succession, on ne reconnaissait plus ni homogénéité, ni régu- 
larité. Le tableau, du début a la fin, était composé de formes 
dissemblables, ot des formes en poire et en coin attiraient 
particuliérement l’attention. On voyait beaucoup d’individus 
doubles développés asymétriquement, l’une des moitiés gon- 
flée en poire, l’autre restant en batonnet chétit. Ca et la, on 
lombait sur quelques formes monstrueuses, mais celles-ci 
étaient, en somme, assez rares ; on pourrait dire plutét que la 
pullulation entiére prenait un caractére aberrant. 

Le processus d’enkystement paraissait dérangé encore plus 
qu’a la suite de la culture sur les glucides sans azote. Les cul- 
tures n’y arrivaient plus. S’il s’en formait en nombre restreint, 
on les voyait subir un processus de dégénérescence analogue 
& celui qui a été déja décrit. 

Le n° 47 reproduit la végétation d’une culture agée de trois 
mois. Aucune trace d’enkystement. Nannocytes en voie d’au- 
tolyse, restes de filaments autolysés. 

Dans des recherches antérieures, nous sommes revenu plu- 
sieurs fois sur la question de l’effet des aliments azotés sur le 
développement des Azotobacter. Par des expériences, exécutées 
en partie en collaboration avec M™° Ziemiecka, nous avons 
montré que cet effet apparait nettement défavorable, tant en 
expérimentant sur des plaques de silico-gel ensemencées avec 
de la terre, qu’en se servant de terre comme milieu, ou simple- 
ment en dénombrant la densité des germes dans les champs ; 
bref, dans toutes les conditions ot ce fixateur est mis en com- 
pétition avec les bacilles, ou autres agents microbiens du sol. 
I] apparait maintenant & la suite des observations morpholo- 
giques que, méme en culture pure, il ne parait pas bénéficier 
de l’aliment azoté auquel il n’est guére adapté. Il est vrai que 
le taux en était élevé, notamment en ce qui concerne l’azote 
organique, mais non celui de l’azote minéral, et pourtant dans 
les deux cas l’évolution a pris un tour anormal pour |’ espéce 
qui s’est traduit principalement par la carence des organes 


de conservation. 
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Pour terminer avec la souche, il nous reste & ajouter quel- 
ques données touchant aux cils et aux kystes. 


Les crus. — Les méthodes spéciales pour la coloration des 
cils ne nous ont pas donné des images assez nettes. Mais on 
arrive parfois a voir les cils 4 la suite de notre coloration 
double : bleu acide suivi de gentiane. Les cellules mobiles sont 
en majorité monotriches; on en trouve pourtant qui portent des 
cils additionnels formant un petit faisceau 4 l’un des bouts de 
Ja cellule. 

Le n° 24 présente la forme jeune mobile munie de son cil. 


Le n° 22 reproduit la forme plus agée, ovalaire ou coccoide, 
armée d’un long cil. 


Les xystes. —- Ces productions ont été décrites dans plu- 
sieurs anciens ouvrages (Prazmowski, Oméliansky), ainsi que 
dans des travaux récents (Krassilnikov, Batchinskaya et 
autres). Leur germination a été suivie par ces auteurs qui sont 
d’accord sur la marche du processus, sauf quelques différences 
de détail. Plusieurs caractéres de ces organes ont pourtant 
échappé a ces observateurs, en commencant par l’importance 
de leur role dans le cours normal de 1’évolution 

La genése du kyste est précédée par 1’état que nous avons 
désigné de prékystique, décrit et figuré p. 368, photogr. 6. 
Pour s’enkyster, la cellule se contracte en faisant disparaitre 
les inclusions, puis elle s’entoure d’une capsule a double 
couche, |’intine un peu plus épaisse que |’exine. Le kyste est 
alors constitué. Les détails de structure apparaissent parfaite- 
ment a la suite de notre méthode de triple coloration : l’exine 
fortement tracée apparait noire ou brune, elle est garnie de 
petites excroissances, ou méme de quelques petites pointes 
qui lui donnent un aspect rugueux ; l’intime se colore en jaune; 
la cellule formant le corps central prend une teinte acier, ou 
brune, ou noire 

Le n° 8 montre des kystes, obtenus dans la solution d’acé- 
tates, parfaits, comme taille et structure. L’enkystement y est 
aussi complet que possible. On n’y trouve que quelques cellules 
qui ne sont pas encore parvenues a s’habiller de leur cap- 
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ssule. On remarquera que ces cellules « nues » ont la méme 
taille et la méme forme que le corps central des kystes. 

L’homogénéité du tableau d’enkystement est la résultante 
-d’une marche active du processus, venant a point et entrainant 
tout le peuplement de Ja culture a la fois. S’il traine, l’unifor- 
mité ne persiste plus, les cellules ayant tendance & diminuer 
de taille avec l’Age (nannocytose). Aussi trouve-t-on souvent 
-dans les cultures 4 enkystement lent ou défectueux, un nombre 
plus ou moins grand de kystes beaucoup plus petits, que l’on 
pourrait désigner de nannokystes. En général, ni la taille des 
kystes, ni leur forme, ne peuvent servir de caractére spéci- 
dique, car l'une et l’autre peuvent varier assez largement, en 
rapport avec les caractéres des cellules qui les produisent 
une cellule ronde ou ovalaire, ou en batonnet, petite ou plus 
grande, donnera un kyste pareil, grossi seulement par la double 
-€paisseur de la capsule. Seule la structure ne varie pas, ce qui 
rend les kystes toujours facilement reconnaissables du premier 
‘coup d’ceil, malgré la diversité de leur formes et dimensions. 

Pour suivre la germination des kystes, au lieu d’en fixer quel- 
-ques-uns en goutte pendante, il est plus aisé et plus démons- 
tratil de le faire en échelonnant les préparations des kystes en 
état de germination, pendant une douzaine d’heures. La con- 
tinuité de l’observation est aussi bien assurée dans ce cas, et il 
-devient alors possible de reproduire photographiquement toute 
une succession de stades germinatifs, au lieu de se contenter 
-d’un croguis plus ou moins rudimentaire. 

On procéde comme suit. On séche une gouttelette d’une cul- 
‘ture bien enkystée au centre d’une lamelle, — on en prépare 
tout un Tot a la fois, et on les range dans une boite de Petri 
servant de chambre humide ; on dépose sur les lamelles (non 
dégraissées) une grosse goutte de liquide nutritif et on place a 
1étuve. Tl n’y a alors qu’a en sortir les lamelles, une & une, 
‘toutes les deux heures, rejeter le liquide en exces, sécher, colo- 
rer. Les kystes en état de germination, qui adhérent bien a la 
lamelle, présenteront successivement tous les états du phéno- 
mone ; il est méme parfois possible de trouver, au bout de 
‘six A dix heures, tous les stades de germination dans une seule 
ei méme ‘préparation. 

On voit toute leur succession reproduite sur le n° 14. 
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Un léger déplacement du corps central, qui prend une posi- 
tion excentrique, indique le début de 1’éclosion. Il se presse 
contre la paroi, se fraie un passage a travers celle-ci, demeure 
quelque temps planté dans l’ouverture qu’il s’est faite, pour 
quitter le petit sac vide qu’est alors la capsule. Il se présente a 
sa sortie comme un petit coccoide ne dépassaht que de peu 4 p 
de diamétre. Il commence aussitét a s’allonger en corps ovoide, 
puis en batonnet, qui entre en mouvement. Le cycle recom- 
mence. 


LES SOUCHES ETRANGERES. 


Des souches portant |’étiquette Azotobacter vinelandu nous 
sont parvenues des deux continents, grace a l’obligeance des 
savants confréres nommés p. 364. Trois d’entre elles ont été 
soumises & une étude comparée avec notre Souche verte, selon 
le méme programme, exactement. 

La provenance de ces souches étant indifférente pour notre 
étude, on les désignera simplement par les n®* 4, 2, 3. 


Soucnz n° 1. — L’examen microscopique de la strie sur 
gélose, aussit6t aprés réception, nous a donné le tableau repro- 
duit sur le photogramme n° 19. I] est composé de cellules végé- 
tatives assez variées de forme. On distingue parmi ces cellules, 
de fins articles filamenteux légérement recourbés, faiblement 
colorés, qui sont strement étrangers 4 l’espéce. Les pullula- 
tions de cette petite impureté sont insignifiantes, et elles res- 
tent telles indéfiniment. Quant aux kystes, on n’en trouve pas 
un seul, malgré l’Age de la culture qui dépasse une vingtaine 
de jours. Du reste, il ne s’en est pas formé dans la suite. 

Remarquons a ce propos qu'un technicien le plus habile ne 
saurait garantir la pureté durable d’une culture d’ Azotobacter, 
isolée d’aprés les meilleures régles de l’art, ce qui est du, 
comme nous l’avons déja indigué, a une repullulation tardive 
de germes latents. 

Certainement, il n’était pas difficile d’éliminer l’intrus, mais 
on a préféré s’en abstenir, dans le but de suivre un cas de 
commensalité qui se présente, en manipulant ces microbes, 
plus souvent que l’on ne croit généralement. Comme on s’y 
attendait, la pauvre pullulation qu’il produit n’est guére 
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génante : parmi les pullulations jeunes d’Azotobacter il parais- 
sait absent ; avec l’ge il réapparaissait, particuligrement sur 
glucose et mannite, ot il formait quelques spores. En général, 
au cours des repiquages son réle restait toujours effacé, sans 
troubler aucunement les caractéres macroscopiques de la 
souche, n’étant décelable qu’au moyen d’un examen micros- 
copique soigneux. 


Dans le but de régénérer la souche, les premiers repiquages ont été 
faits sur des plaques de silico-gel 4 éthanol; butanol, benzoate de soude, 
butyrate et- acétate de calcium. La reprise a paru difficile. Mais il s’est 
formé sur éthanol et sur benzoate des ilots de mucus jaune-verdatre, 
et sur butanol un peu de mucus incolore. Sur butyrate et acétate on ne 
remarquait aucun signe de végétation. 

La souche paraissant entitrement akystogéne, on ne s’attendait pas 
a trouver des kystes sur ces plaques. On a donc été étonné de constater 
au cing-sixiéme jour, sur la plaque 4 butanol, un enkystement général. 

Le n° 9 en reproduit le tableau. En le comparant aux deux photo- 
grammes n°* 7 et 8, on trouvera que leur taille est sensiblement plus 
petite et qu’une partie en est a l’état de nannokystes typiques. 

C’est sous cette forme de repos que la souche a été gardée pendant. 
environ quatorze mois, avant de refaire avec elle des expériences de 
végétation en fioles, selon le programme arrété. 

On a suivi deux lots de fioles chargées de liquide selon les formules de 
la page 362. Résumons briévement les résultats obtenus, parfaitement 
concordants. 


CARACTERES MACROSCOPIQUES. — Pullulation la plus précoce dans 
acétate et butyrate, suivi par éthanol. Butanol, glucose, mannite ne vien- 
nent que le troisitme jour. Benzoate beaucoup plus tardivement, vers le 
sixiéme jour. Une teinte jaune verdatre assez faible n’est perceptible que 
dans mannite et benzoate ; dans cette dernicre fiole, elle est fugace, pas- 
sant bientét au jaune brunatre. 


CARACTERES MICROSCOPIQUES. — Dans acétate et butyrate la forme jeune 
présente sensiblement le méme tableau que l’on voit sur les n°* 1 et 5. 
Dans éthanol, les batonnets sont un peu plus gréles. Dans glucose et 
mannite le tableau est toujours disparate. Un bourgeonnement, a cdté 
de la multiplication ordinaire par scissiparité, est incontestable. 

Quant A l’enkystement, on l’a retrouvé dans le milieu liquide égale- 
ment, et de nouveau dans le milieu butanolé. Au bout de cing a six 
jours, il a été assez général. Dans acétate il est resté partiel avec beau- 
coup de nannokystes. Dans éthanol, benzoate, glucose et mannite, 
Venkystement était insignifiant, ou nul. Dans les deux derniéres fioles 
on n’a trouvé au bout d’un mois que des nannocytes en voie d’auto- 
lyse et de rares kystes plus ou moins dégénérés comme ceux que l’on 
voit sur le n° 13. 

Sur milieu solide, notamment sur silico-gel éthanolé, les végétations 
s’étendent sous l’aspect d’une fine couche de glaire hyaline, d’une teinte 
vert pomme assez voyante. La fonction chromogéne y est beaucoup plus 
marquée qu’en solution nutritive. 
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SoucnEe n° 2. — La végétation dans le tube originaire était 
semblable & la souche précédente, mais elle n’était pas entié- 
rement dépourvue de kystes. Le tableau paraissait libre d’im- 
puretés, ce qui ne décide pas encore de l’absence de rares 
spores. En effet, le premier ensemencement dans la solution 
elucosée donne lieu & une pauvre pullulation bacillaire, qui 
finit par sporuler dans les cultures plus 4gées, mais on n’en 
trouve que des exemplaires rares et isolés. 


Les deux lots d’épreuves exécutées avec cette souche, ]’un immédiate- 
ment aprés réception, l’autre 4 un an d’intervalle, ne sont pas entié- 
rement d’accord. Cette différence de comportement, qui ne touche, 
du reste, qu’&A des caractéres secondaires, parait bien explicable par le 
régime qu’elle a subi 4 son laboratoire d’origine au cours de longues 
années. Ce ne seraient donc que des caractéres acquis par adaptation. 

Ainsi, la meilleure reprise a eu lieu sur mannite et glucose. Elle a 
marché plus difficilement sur éthanol et bulyrate ; sur bulanol et acé- 
tale les premiers signes de végétation n’ont apparu que vers les quatre- 
cinquiéme jours: le benzoate est reslé limpide indéfiniment. Tout de 
méme, un enkystement assez général a été constaté dans _ butanol. 
Ailleurs, rien ou presque rien. 

Les pullulations de cette souche sur glucose se sont distinguées par la 
tendance & produire des formes filamenteuses, monstrueuses qui fai- 
saient contraste avec les masses prédominantes des nannocytes. De 
kyste, aucun ne s’est formé. 

Ce tableau anormal est reproduit sur le n° 20. 

La culture enkystée de la fiole bulanol est alors gardée sur un rayon 
du laboratoire pendant une année entiére en la préservant de la dessic- 
cation. Elle sert & l’ensemencement d’un second lot d’épreuves. Cette 
fois l’ordre des reprises parait inverti. C’est l’éthanol qui devance le 
reste, suivi de prés par butyrate et acéltate. Les autres viennent dans 
Vordre : mannite, glucose, butanol. Benzoate reste limpide pendant six 
jours, mais il finit par se troubler en donnant une belle culture. 

- Une teinte verte n’apparait que dans manniie au troisiéme jour. 
Ailleurs pas de teinte, ou teinte faiblement jaunatre, lég¢rement bru- 
nissantle. 

Les formes végétatives ne different en rien de la souche precedente! 

Les kystes abondent dans butanol. L’enkystement est moins général 
dans acélate et butyrate. 

Sur silico-gel éthanolé, glaire hyaline, épaisse, 4 teinte verte bien 
marquée. 


Soucue n° 3. — La végétation originaire contient un certain 
nombre de kystes. Elle est libre de toute impureté qui n’appa- 
rait dans la suite dans aucune culture ensemencée par elle. 

“Comme avec la souche précédente, on exécute deux lots 
d’épreuves, l’un bientét aprés réception, l’autre a pres dun 
an d’intervalle. 
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Dans le premier lot ensemencé d’une suspension d’une particule de 
4a strie originaire, c’est de nouveau dans mannite et glucose que la 
pullulation est le plus précoce et le plus abondant. Les autres suivent 
‘dans ordre : éthanol, butanol, butyrate, acétate. Une opalescence dans 
les deux derniéres n’apparait qu’ati troisitme jour. Benzoate reste 
. Jimpide indéfiniment. 

Un enkystement presque général est noté dans butanol. Il est assez 
-abondant dans butyrate, moins dans acélale (nannokystes !). 

Gest la fiole butanol qui sert pour ensemencer au bout d’un an 
lépreuve définitive. 

Cette fois également les termes des reprises sont invertis. Ethanol 
est opalescent au bout de vingt-quatre heures. Butyrale, acétate, glu- 
cose, mannite suivent au bout de quarante-huit heures ; mais les deux 
‘premiéres montrent déja un trouble intense (goutte pendante surpeu- 
plée !), tandis que les deux derniéres ne sont que légérement opales- 
centes (goutte faiblement peuplée). La fiole benzoate reste limpide huit 
jours, mais finit tout de méme par se troubler en donnant une culture 
‘typique. 

Quant a la fonction chromogéne, les deux lots s’accordent parfaite- 
ment : une teinte verte fluorescente, aussi belle que chez Ja souche 
locale, apparait vers le troisitme jour dans éthanol et mannite, attei- 
gnant bientot sa pleine intensité. Elle dure quelques jours, au cours 
-desquels la fluorescence s’évanouit graduellement, le liquide restant 
jaune d’or, teinte qui dure indéfiniment dans les anciennes cultures. 

Il n’y a rien a ajouter sur les formes et leur succession, qui sont 
en tout pareilles aux souches précédentes. On note un léger bourgeon- 
nement dans glucose et mannite, mais pas de formes monstrueuses. 

Enkystement presque général dans butanol et butyrate. Dans acétate, 
il reste une quantité de nannocytes qui ne s’enkystent pas. 

Couche de glaire consistante d’un vect bien marqué sur silico-gel a 
-éthanol. 


Résumé. — L’étude comparée de ces quatre souches d’ori- 
gine différente ne laisse aucun doute sur leur identité spé- 
-cifique. 


Toutes les quatre se classent dans l’espéce isolée en Amé- 
rique par J. Lipman en 1903, qu’il a nommée Azotobacter vine- 
dandii, nom qu’on lui gardera. 

- Sous le rapport qualitatif, tous leurs caractéres sont parlai- 
tement d’accord, tant au point de vue de leur morphologie 
«que du point de vue de leur cecologie. + 

Leur cycle évolutif est identique. La forme jeune est un 
batonnet trapu, mobile, monotriche, mesurant 2.078255 41 
sur 4,2 44,5 u. La forme adulte est arrondie, ovalaire, dimi- 
nuée de taille. Cette diminution graduelle s’accentue avec lage, 
de sorte que le tableau des cultures de plusieurs jours nest 
composé que de formes en petits zéros d’environ 1,5 sur 1,2 p 
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de taille. Les nannocytes, en sécrétant une forte capsule, se 
transforment en kystes qui est la forme de repos, résistante a 
Tusure du temps. En germant dans un milieu nouveau, le 
kyste libére un nannocyte coccoide qui recommence le cycle. 

Ce cycle revient réguliérement, si le développement a lieu 
aux dépens de l’alcool éthylique, butylique, des acétates, buty- 
rates, benzoates, que nous avons choisis en leur qualité de 
déchets les plus ordinaires de tant de fermentations. Il est bien 
probable que l’on pourra y joindre un nombre d’autres pro- 
duits de constitution simple. Quant a l’effet immédiat de ces 
aliments sur les pullulations, voici comment il se présente : 

L’alcool éthylique provoque un développement rapide et 
florissant, mais qui a tendance & ne pas aboutir 4 la forme de 
repos. 

L’alcool butylique normal modére I’élan végétatif au profit 
de la production de formes de repos. On lui a trouvé méme un 
effet kystogéne prononcé, du moment que l’on a réussi a res- 
tituer cette fonction 4 des souches qui paraissaient l’avoir 
perdue. 

L’effet du butyrate et de l’acétate se place entre les deux ali- 
ments précédents. 

Le benzoate cause un retardement notable dans la reprise 
des cultures, mais les formes et leur succession y restent nor- 
males. ; 

Un mélange de ces aliments a faible dose, comme celui que 
lon aurait raison de se figurer dans les foyers de décompo- 
sition des matiéres végétales, assure le mieux le cours de |’ évo- 
lution normale de l’espéce. 

Cette évolution normale est, par contre, dérangée par le glu- 
cose, moins par la mannite. Un bourgeonnement des cellules 
rend le tableau disparate avec tendance a la production de 
formes aberrantes, gonflées, monstrueuses. S’il y a production 
de kystes, ceux-ci paraissent subir en partie une dégénéres- 
cence graisseuse qui les rend inaptes a leur réle de formes de 
conservation. 

La culture suivie dans une solution glucosée ou mannitée a 
la concentration conventionnelle de 2 p. 100 conduit a un 
mutilat, dont la fonction kystogéne est abolie, ou en tout cas 
considérablement affaiblie. 
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L’azote combiné, organique ou minéral, conduit plus rapi- 
dement & un effet semblable. Les formes, aberrantes dés le 
début, aboutissent a l’autolyse sans‘la moindre production de 
kystes. 

La fonction chromogéne est commune & toutes les souches 
in potentia. Un pigment est sécrété, jaune, jaune-verdatre, ou 
jaune-brunatre, & fluorescence verte (semblable & leffet de la 
fluorescéine), ou sans elle, aux dépens de I|’éthanol, de la 
mannite, du glucose. Les solutions a butanol, acétate, butyrate, 
benzoate restent incolores, ou presque. On provoque strement 
la pigmentation par la culture sur silico-gel éthanolé : 1a, 
toutes les souches donnent une teinte verte (vert pomme, vert 
jaunatre) diffusant dans la couche de gel. On obtient la méme 
teinte sur gélose éthanolée, mais moins strement. 

Sous le rapport quantitatif, on constate quelques différences 
dans Je comportement des souches, qui s’explique probable- 
ment par leur régime antérieur. Ces différences sont, en 
somme, moins importantes qu’on aurait pu le penser, en 
vue de la durée possiblement bien longue de la subsistance 
des souches étrangéres aux dépens des milieux sucrés. Aux 
premiéres épreuves, elles ont bien montré quelque préfé- 
rence pour le glucose et la mannite, mais on a vu cette adap- 
tation acquise s’effacer a la suite d’un long repos a I’état 
enkysté : les souches ont donc paru revenir aux caractéres 
héréditaires du biotype, représenté par la souche locale, non 
modifiée par la culture sur milieu standard. 

Tout de méme, leur régime antérieur leur a laissé quelque 
anomalie fixe, & savoir, une faculté kystogéne affaiblie, nette- 
ment inférieure & la souche locale. On pourrait en conclure 
que leur régime, sans les avoir mutilées définitivement de leur 
stade de conservation, en a fait des races biologiquement moins 
résistantes. 

En ce qui concerne la pigmentation, la souche n° 3 Se rappro- 
che de la souche locale : on obtient avec les deux l’effet colo- 
rant de la fluorescéine, que les souches n®* 4 et 2 ne donnent 
pas. Ces derniéres ne provoquent qu'une teinte jaune peu 
intense. 

Sous le rapport de l’enkystement également, la souche n° 3 
se rapproche plus de la souche locale. On serait disposé & voir 
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dans cette souche le type de notre Souche verte, légérement 
modifié par la culture, tandis que les n®* 1 et 2 paraissent: 
appartenir a une souche différente. 


Azotobacter agilis Beijerinck. 


L’historique des connaissances sur cette espece nous est rap- 
pelé par le travail de Kluyver et van Reenen paru en 1933 [40]. 

Isolée par Beijerinck en 1901 & la suite d’une infection de la 
culture d’enrichissement non avec de la terre, mais avec de 
eau d’un canal, elle a été différenciée par lui de l’espéce 
Azotobacter chroococcum, a cause de la grande taille de ses 
cellules, leur aspect monadiforme, leur motilité intense, la 
production d’un pigment vert diffusant dans le milieu. 

Voici maintenant la suite de cette découverte, d’aprés 
Kluyver, qui est certainement le savant le mieax autorisé pour 
la connaitre. Un passage du travail cité que nous traduisons 
de lV’allemand nous le dira. 

«Il est remarquable que dans la littérature étendue qui 
s'occupe du genre Azotobacter, parue depuis 1901, on trouve 
souvent citées les observations de Beijerinck sur Azotobacter 
agilis, mais il n’est question d’un nouvel isolement que d’une- 
maniére exceptionnelle. I] est vrai que les auteurs de quelques 
mémoires rapportent avoir travaillé avec des cultures d’Az. 
agilis, mais dans la majorité des cas ces cultures Jeur ont été 
adressées par Beijerinck lui-méme. Dans tous les autres cas, if 
y a bien lieu de douter qu’il s’agissait réellement de Az. 
agilis » (l. ¢. p. 284). 

Ce doute est basé principalement sur la probabilité d’une con- 
fusion de cette espéce avec ]’Az. vinelandii isolé deux ans plus 
tard et qui produit également un pigment vert fluorescent. Un 
apercu de tous les travaux, ot il est question de.l’espéce agilis, 
depuis 1901 jusqu’a 1933, met cette opinion hors de tout doute. 
I] apparait donc que l’espéce est restée pendant une trentaine: 
d’années presque inconnue dans les laboratoires, faute de nou- 
veaux isolements. Ce fait n’est-il pas hautement symptoma- 
tique du manque d’intérét pour des questions de l’c@cologie 
microbienne de Ja part de la microbiologie générale > 
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La souche authentique étant éteinte dans la collection de 
Delft, Kluyver et col. procddent & de nouveaux isolements selon 
les indications de Beijerinck, en se servant d’eaux de canal 
pour l’infection de la culture d’enrichissement. Ils arrivent 2 
isoler trois souches, dont les caractares correspondent bien a 
la description originale, sauf le manque de pigment vert. 
Dans une notice qui a suivi en 1936 (44], Kluyver et van den 
Bout annoncent |’isolation d’autres souches, douées cette fois de 
pigmentation verte ; elles sont donc entigrement conformes A 
la caractéristique de Beijerinck se rapportant & Azotobacter 
agilis, tandis que les souches achromogénes sont désignées 
Az. agilis var. atypica. 

C'est cette derniére variété qui a servi a établir la morpho- 
logie et les caractéres de culture de l’espéce. En voici le résumé : 

Cellules réguliérement rondes d’un diamétre moyen de 
3,5 w, isolées, ou en diplo de méme taille ; 

Cultivés sur milieux A mannite, se développent a peine 
(iusserst spdrlich), tant sur gélose mannitée a 2 p. 100, qu’en 
solution nutritive ; 

En remplacant la mannite par le glucose, on obtient 
sur gélose 4 2 p. 100 de glucose de petites colonies opaques, 
d’aspect sec, qui n’atteignent au bout d’une semaine que 
2 millimétres de diamétre. Une pullulation a lieu également 
dans une solution glucosée. 

Il est insisté sur les caractéres différentiels de l’espéce qui la. 
distinguent nettement des autres espéces du genre : forme et 
grandeur des cellules, aspect monadiforme (Monadenihnlich- 
keit), allure vive de leur motilité. 

Notons, enfin, le résultat positif des expériences sur la fixa- 
tion de l’azote moléculaire par cette espéce, a savoir que ce 
type, adapté a la vie dans les eaux de surface, y joue proba- 
blement un role important dans leur économie en azote assi- 
milable. 


Nous devons nos premiéres connaissances sur cette espece 
aux cultures que le professeur Kluyver a eu Vobligeance de 
nous faire parvenir. Jusqu’alors nous n’avons jamais reuss! a 
Ja trouver, ni dans le sol, ni dans les eaux stagnantes de quel- 
ques mares et fossés ot! nous l’avons cherchée. On n’avait pas 
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eu lidée d’explorer les eaux claires des étangs ou des cours 
d’eaux, car on se figurait que c’est plutét la vase qui sert 
d’habitat & ces bactéries, ainsi qu’é bien d’autres. Cependant, 
dans la correspondance qui s’est engagée sur ce sujet, le pro- 
fesseur Kluyver insistait sur la nature aquatique du type et 
nous conseillait de le chercher dans les eaux de surface de la 
région. 

Aussit6t que nous avons pu suivre ce conseil, nous nous 
sommes assuré que notre confrére hollandais avait parfaite- 
ment raison. Il ne fut pas difficile de découvrir ces organismes 
dans de petits étangs situés dans les champs, ainsi que dans 
le petit cours d’eau, l’Yerres, qui traverse la région de Brie. 
On en a isolé deux souches, qui ont servi 4 des études com- 
parées avec les souches hollandaises. Dans notre exposé, nous 
nous tiendrons cette fois 4 l’ordre chronologique, en commen- 
cant par les souches qui nous sont parvenues de, Delft. 


LES SOUCHES HOLLANDAISES. — Qn les fait pulluler sur des 
plaques de silico-gel et dans les liquides nutritifs composés 
selon les formules de la p. 362, et on suit macroscopiquement 
et microscopiquement leur développement. 


Souche chromogéne ensemencée sur un lot de plaques de silico-gel 
imprégné des sept aliments que l’on connait. 

Au boul de quarante-huit heures : 

La plaque éthanol couverte de colonies plates adhérentes, ressemblant 
a des taches de vernis. La couche du gel est colorée vert pomme. 

Les plaques acélate et butyrate de méme, mais le vernis et la teinte 
sont moins accentués. , 

La plaque glucose ne montre aucune végétation. 

Les plaques butanol, mannite, benzoate, de méme. 

Au bout de soixante-douze heures : 

Sur la plaque glucose, les colonies et la teinte verte font leur appari- 
tion. 

Sur butanol, mannite et benzoate, toujours rien. 

Ce n’est qu’au bout de six jours que ]’on trouve quelques petites 
colonies sur la plaque butanol. 

Les plaques mannite et benzoate restent indéfiniment vierges de 
toute végétation. ; 

Souche chromogéne. Lot de cultures en solution. 

Les fioles éthanol et glucose montrent un léger trouble au bout de 
vingt-quatre heures. En goutte pendante, le liquide de la premiére est 
beaucoup plus peuplé que dans la seconde. 

Les fioles acétate et butyrate suivent de prés. Butanol est en retard. 

Les quatre premiéres montrent une belle teinte vert pomme. Les 
fioles mannile et benzoate restent limpides indéfiniment. 
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Souche chromogéne. Second lot de cultures en solution. 

Ethanol et glucose, opalescence nette au bout de vingt-quatre heures. 

Butyrate, acétate, butanol : opalescence légére apparait successivement. 
La densité en goutte pendante correspond bien a cette gradation. 


Vers le troisiéme jour, teinte verte faiblement fluorescente dans étha- 
nol, glucose, butyrate, acélate. 


Mannite et benzoate restent limpides indéfiniment. 


Les mémes épreuves exécutées avec la variété atypique de 
Kluyver, celle-ci a paru se comporter d’une maniére diffé- 
rente. 

Sur des plaques de silico-gel, les végétations les plus pré- 
coces et les plus notables ont été obtenues sur acétate et buty- 
rate. Sur glucose le développement a été faible, sur éthanol 
encore plus. Sur butanol, mannite et benzoate rien n’apparut. 

Dans les cultures en solution, ensemencées du tube origi- 
naire, le résultat a été pareil, et méme encore plus accentué en 
faveur de l’acétate et du butyrate. Ces deux solutions se sont 
troublées au bout de vingt-quatre heures ; vers le troisiéme 
jour, les végétations y étaient abondantes. Tandis que le liquide 
dans Je reste des fioles est resté limpide : éthanol, butanol, 
glucose, mannite, benzoate n’ont donné aucune culture. 

Concernant ce résultat quelque peu inattendu, il se pourrait 
bien que le refus de pulluler aux dépens de |’éthanol et du 
glucose serait di a la fragilité de la souche, que l’on a omis 
par mégarde de bien régénérer sur nos milieux avant les 
épreuves. Tout de méme, la prédilection de la souche pour le 
butyrate et l’acétate est 4 retenir, du moment que, méme affai- 
blies, les cellules cnt pullulé sur ces sels en refusant le reste 
des aliments. Malheureusement, on a été empéché de répéter 
ces expériences. 

Quant aux caractéres microscopiques, aucune différence 
entre les deux souches n’est signalée dans le travail cité : les 
deux se présentent comme de grosses formes coccoides sur 
eélose glucosée. Deux belles photographies prises a létat 
vivant illustrent le tableau microscopique. 

Sur éthanol, butanol, acétate, butyrate en milieux liquide et 
solide, la forme est différente. Elle est celle d'un corps allongé 
ovalaire, dont le long diamétre est d’environ 3,5 sur 
aap 


> 
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Nous attirons l’attention sur le tableau d’une jeune culture 
de la souche chromogéne dans la solution éthanolée. Voir 
n° 24. 

Sur acétate et butyrate, les cellules sont plus courtes, plus- 
trapues, ce qui est probablement la conséquence d’une crois- 
sance plus lente. Voir n° 25. 

Sur les milieux au glucose, la taille des cellules tend a 
s’accroitre. On y observe, de méme que chez l’espéce Az. vine- 
landvi, un bourgeonnement qui dérange peu a peu l’homogé- 
néité du tableau. Le n° 26 reproduit le tableau d’une culture 
encore jeune de Ja souche chromogéne sur glucose, qui montre 
déjA des groupes de cellules liées entre elles, quelque pew 
déformées, portant de petits becs d’ot. surgissent les bour- 
geons. 

Sur gélose 4 2 p. 100 de glucose, ce bourgeonnement peut. 
s’accentuer en rendant le tableau enti¢rement disparate, avec: 
production de formes gonflées monstrueuses. Le n° 27 repro- 
duit les végétations d’une culture de la variété chromogéne: 
sur cette gélose. 

Remarquons que la variété achromogéne qui nous a paru' 
affaiblie, fragile, laissait voir quelque bourgeonnement dans: 
les milieux & butyrate et acétate, seuls milieux ot la pullu- 
lation a été notable. I] parait donc que l’incitation 4 ce mode: 
de croissance, insolite chez les bactéries, n’est pas exclusive- 
ment réservée aux glucides, mais qu’elle est en rapport avec 
un certain état (hypertrophique >) des cellules. 

La description illustrée que nous venons de présenter, ne 
dit rien, comme on le voit, de l’influence de l’4ge sur la forme 
des cellules. Il est inutile de dire que nous n’avons pas manqué 
de suivre la marche des cultures au moyen de la méthode que: 
nous avons décrite. Les examens microscopiques débutaient 
avec la premiére opalescence, pour continuer journellement 
jusqu’a l’éclaircissement définitif de la culture. On les renou- 
velait ensuite périodiquement au cours de plusieurs mois, ceci 
a la recherche des formes de repos. Jamais on n’a réussi a 
observer une succession de générations : du premier jour et 


jusqu’a la fin, le tableau était dominé par les mémes formes. 


I] est done difficile de parler dans ce cas d’un cycle d’évolution 
de la communauté microbienne, comme dans le cas de 
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Wespéce Az. vinelandii. L’évolution reste purement indivi- 
duelle : accroissement de la cellule jusqu’a taille double, léger 
étranglement au milieu, formation d’une cloison médiane, qui 
divise la cellule en deux moitiés, enfin, séparation de ces moi- 
tiés, dont les contours restent quelque temps légérement 
aplatis du cété de la ligne de séparation. Voir n° 28. 

La question de savoir si l’espéce est capable de produire des 
kystes a particuliérement attiré notre attention. Beijerinck ne 
les mentionne pas, Kluyver non plus. Mais puisqu’il a été 
démontré qu’a la culture prolongée dans un milieu A glucides, 
un Azotobacter peut devenir plus ou moins akystogéne, il 
paraissait indiqué d’étudier sous ce rapport une souche isolée 
directement du milieu naturel. 

C’est alors que nous nous mimes & chercher cet organisme: 
dans les eaux de la région, en méme temps que nous nous 
sommes adressé au professeur Kluyver avec priére de nous. 
faire parvenir un échantillon d’eau de canal, d’ot l’espéce 
avait été isolée, — ce qu’il fit avec son obligeance coutumiére. 
Tant de l’échantillon hollandais, que des échantillons locaux, 
il n’a pas été difficile d’obtenir le microbe cherché, que l’on 
-croyait si rare. Les souches locales, l’une provenant d'un 
étang, l’autre de l’Yerres, se présentaient d’emblée comme des 
races pures, peu souillées par quelques petites formes étran- 
géres. A cause de ce grand avantage, ainsi que de leur prove- 
nance locale, ce sont elles qui ont été choisies pour l'étude 
qui suit. 


Les soucHES LocaLEs. — La souche Yerres ne différe de la 
souche Etang que par la forme plus allongée, légérement acu- 
minée, de ses cellules et par leur mode de division qui parait 
avoir lieu par étranglement. Le n° 28 reproduit une pullulation 
de cette souche dans le liquide nutritif 4 éthanol. On y voit un 
nombre de ces divisions par étranglement, qui se creuse 
a la mi-longueur des cellules doubles, jusqu’A ce que les 
cellules scours ne tiennent que par un fi] avant de se séparer. 

La souche Etang montre des cellules dont la forme ovalaire, 
la taille 3,5 » sur 2,8 u la rendent pareille aux souches hollan- 
daises. Pareil est aussi le mode de division, qui se fait par une 
cloison médiane. C’est cette derniére souche qui a servi aux 
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épreuves selon le plan adopté. Le tableau d’une pullulation 
récente dans le liquide éthanolé est reproduit sur les n* 29 
et 30. 


Lot de cultures en milieu liquide. — On est parti d’une culture 
éthanolée pour ensemencer 7 fioles chargées de liquide nutritif selon 
les formules de la p. 362. 

Au bout de vingt-quatre heures, les fioles : 

Ethanol: forte opalescence. Goutte : peuplée, motilité impression- 
nante. 


Bulanol : opalescence douteuse. Goutte : on trouve quelques cellules 
en mouvement. 

Butyrate : faible opalescence. Goutte : peuplement modéré, motilité. 

Glucose : limpidité. On ne trouve rien dans la goutte pendante. 

Mannile : limpidité parfaite. 

Benzoate : méme. 

Au bout de quarante-huit heures : 

Ethanol : belle teinte jaune d’or. Trouble intense. 

Butanol : opalescence marquée. 

Butyrale et acélale : trouble, légére teinte jaune. 

Glucose : trouble. Faible teinte jaune. 

Mannite et benzoate restent limpide indéfiniment. 


Sur silico-gel éthanolé (voir p. 362) les cultures sont parti- 
culiérement caractéristiques, on pourrait méme dire, uniques 
dans leur genre, comme c’est, du reste, le cas avec la souche 
chromogéne hollandaise. Les colonies apparaissent sous 
Vaspect de taches de vernis verdatre, elles s’étendent rapide- 
ment jusqu’aé un diamétre d’un centimétre et au dela, en colo- 
rant en vert la couche entiére du gel. Si la semence est plus 
ou moins abondante, il suffit de vingt-quatre heures pour que 
la couche entiére du gel prenne cette teinte. 

Sur gélose éthanolée, la végétation est tout aussi lente que 
sur la gélose glucosée, d’aprés Kluyver. Des colonies minus- 
cules n’apparaissent que vers le sixiéme jour, a 30°, qui 
n’atteignent que 1 4 2 millimétres de diamétre. Une strie sur 
le méme milieu se présente comme une trainée de glaire com- 
pacte, trés peu abondante, ne colorant pas le milieu. Il parait 
que c’est la consistance de la gelée qui n’est pas favorable a 
cette espéce éminemment mobile. Pourtant, & l’examen 
microscopigque les cellules se présentent normales. 

Quant a la motilité, l’espéce mérite certainement le nom 
spécifique que Jui a donné Beijerinck. L’allure de ses cellules 
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mobiles est si caractéristique, qu’elle attire attention dans 
une culture brute en facilitant l’identification. Les cellules sont 
lophotriches, les cils forment un faisceau peu nombreux — 
au minimum deux — fixés & l’un des pdles de Vellipse ; leur 
longueur ne dépasse que de peu le long diamétre de la cellule. 
Voir le n° 23. 

Les kystes ont été recherchés chez ces souches locales avec 
beaucoup d’application. Il serait fastidieux de rapporter toutes 
les expériences que cette recherche a provoquées. Il suffit de 
dire que dans toutes les cultures, en milieux liquides et solides, 
en examinant et en réexaminant les végétations au cours de 
longs mois, on n’a jamais observé quelque stade analogue aux 
kystes, ni méme aucun phénoméne précurseur de ce stade de 
repos. Les cellules sédimentées au fond des fioles, ou étalées 
sur gel, gardaient obstinément leur taille et leur forme, le 
tableau de ces cellules inertes ne différant de celui des cellules 
actives que par la faible proportion de formes doubles ou 
s’apprétant a la division. 

Les cellules 4gées, qui dépassent assez nettement les cellules 
jeunes par leurs dimensions, se distinguent par l’abondance de 
gouttelettes huileuses dans leur contenu. Le n° 34 reproduit 
Jes végétations d’une strie sur gélose éthanolée Agée d’un 


mois. 

Il parait que ces cellules sécrétent une enveloppe glaireuse, 
qui n’est pas colorable, mais que l’on apercoil comme une 
fine ligne contournant la cellule. Voir le n° 32 qui illustre les 
végétations d’une colonie sur plaque de silico-gel 4 éthanol, 
Agée de quinze jours. 

Elles ne supportent pas la dessiccation : une riche culture 
sur silico-gel séchée pendant quarante-huit heures 4 45° perd 
toute viabilité, les écailles ne provoquant aucune culture. 

Pourtant, préservées de la dessiccation, ces végétations 
inertes restent viables pendant plusieurs mois. On a réussi a 
les régénérer au bout de neuf mois, mais gardées plus long- 
temps, elles finissent toujours par périr autolysées. Cette résis- 
tance est insignifiante 4 cété des kystes, qui résistent pendant 
de longues années tant a l’autolyse, qu’a la desiccation. 

Pour compléter notre caractéristique, nous ajouterons quel- 
ques données physiologiques sur le comportement de la souche 
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envers les aliments organiques azotés, en réservant ce sujet 
a des recherches plus étendues. 


Ensemencons un lot de fioles coniques chargées de liquides nutritifs 
ainsi composés : 

1° 100 milligrammes de peptone dissous dans 30 cent. cubes de solu- 
tion saline additionnée de CaCO,. 

2° 100 milligrammes d’asparagine, méme dissolution. 

3° 100 milligrammes peptone et 0,2 cent. cube éthanol, méme dis- 
solution. 

Semence abondante prise dans une culture éthanolée en pleine végé- 
tation. 

Résultat : aucune pullulation dans aucune des fioles. 


Ainsi, non seulement la souche est incapable d’attaquer ces 
aliments azotés, mais la présence de la peptone & un taux 
d’environ 3 p. 1.000 suffit pour paralyser la pullulation de la 
souche aux dépens de l’éthanol, son aliment de prédilection. 
Sous cette forme catégorique, ce résultat mérite d’étre signalé 
dés maintenant, en vue des opinions contradictoires sur la 
faculté des fixateurs d’azote d’exercer une action désaminante 
sur les protides et les corps aminés et amidés. 


Résumé. —- Les caractéres spécifiques des souches locales 
sont parfaitement d’accord avec ceux des souches hollan- 
daises. 

La forme ovalaire mesurant en moyenne 3,5 yp. sur 2,5 u est du 
méme type. 

La motilité, intense et durable, est pareille. 

Le tableau des pullulations, sauf fluctuations individuelles 
autour du méme type, reste sans changement dés le début de 
la culture et jusqu’a la fin, sans compter la taille un peu plus 
grande des cellules ayant suspendu leur multiplication. 

On ne leur trouve dans les conditions, pourtant variées, des 
épreuves, aucune forme de repos comparable par sa structure 
et sa fonction aux kystes de l’Azotobacter vinelandit. 

La matiére énergétique préférée est l’alcool. éthylique. 

L’alcool butylique, Vacétate et le butyrate viennent en 
‘seconde ligne. Cultivées sur ces aliments, la forme et le mode 
de végétation ne varient pas. 

La glucose provoque, méme a faible dose, un bourgeonne- 
ment des cellules. A forte dose, notamment sur gélose a 
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2p. 100 de glucose, le bourgeonnement s’accentue, les formes 
monstrueuses apparaissent, le tableau devient disparate 

La mannite n’est pas un aliment pour cette espéce. Les 
quatre souches sont d’accord pour la refuser. Le benzoate non 
plus. 

Les aliments azotés organiques ne sont pas tolérés. L’espéce 
y parait particuliérement sensible. 

Hormis ces caractéres nettement marqués qui peuvent servir 
au diagnostic différentiel de l’espéce, les quelques traits, en 
quelque sorte secondaires, que l’on observe permettront de 
-différencier les souches. Tel, ce mode de division insolite que 
l'une des souches locales a montré ; mais surtout la fonction 
chromogéne qui varie d’une souche a l’autre, tout en étant 
assez stable chez une souche déterminée. Ainsi, l'une des 
souches hollandaises produit un pigment vert fluorescent, 
Vautre n’en produit aucun. Les deux souches locales colorent 
de milieu liquide en jaune d’or, sans provoquer de fluorescence. 


La conclusion qui s’impose a la suite de ce résumé est celle 
‘d’une dissemblance notable entre la morphologie de ]’Azoto- 
bacter vinelandu et Vespéce que l’on vient de décrire. Ce 
n’est pas tant les caractéres touchant a la forme des cellules 
ou A leur motilité qui les séparent, que le cycle de développe- 
ment tout différent : on ne constate chez l’espéce nommée 
agilis aucune succession de formes, pas de nannocytose, 
absence d’enkystement. Or, le stade de repos, le kyste, est 
un caractére commun & toutes les trois espéces d’ Azotobacter 
les mieux connues ; du point de vue botanique, il devrait 
étre considéré comme un caractére fondamental du genre. Si 
.cest ainsi, l’espdce dépourvue de cette forme de repos ne 
pourrait continuer a étre classée dans le méme genre que d’une 
maniére conventionnelle, ou par une habitude de longue date. 
D’un autre cdté, il est indéniable que l’espéce agilis se rap- 
proche des Monadines, peut-étre plus que toute autre espéce 
bactérienne. A notre avis, pour ne pas confondre cet orga- 
nisme avec les Azotobacter proprement dits, typiques, il 
serait indiqué de lui donner le nom de Azomonas, nom qui 
rappelle sa parenté avec les Azotobacter, d’une part, eee les 
monadines, de ]’autre. Cela paratt d’autant plus  désirable 
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qu’il s’agit 14, comme nous le croyons, de tout un groupe d’or- 
ganismes encore peu connus, ce dont on pourra s’assurer en 
appliquant notre méthode d’isolation (voir la rubrique qui 
suit). 


IsOLATION ET REGIME DE LABORATOIRE. 


L’ancienne méthode employée par Beijerinck pour T’isola- 


Fic. 1. — (Environ un tiers de la grandeur naturelle). 


tion et la culture des Azotobacter s’est maintenue dans la 
grande majorité des laboratoires jusqu’é ce jour. On recon- 
naitra volontiers qu'on lui doit nos premiéres connaissances 
sur ce biotype, qui se sont largement développées jusqu’a 
former l’un des plus importants chapitres de 1’Agrobiologie. 
Mais chaque méthode a son temps, et quant a la méthode en 
question, on est tenté de dire qu’elle s’est survécue. Il est bien 
temps de la remplacer par une autre, qui permette de mieux 
avancer dans des études touchant & un nombre de questions 
intéressant la morphologie et l’cecologie du groupe, restées 
en suspens pendant de longues années. 
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Comme on le sait, l’ancien procédé débute par l’ensemence- 
ment d’une solution minérale sans azote, additionnée d’une 
dose de mannite, avec de la terre. C’est la culture d’enrichis- 
sement. Quand les Azotobacter y paraissent, un mélange 
microbien s’y établit des plus défavorables pour la différen- 
ciation et Visolation. D’un cété, on y trouve souvent un 


Fic. 2. — (Un tiers de la grandeur naturelle). 


mélange inextricable de races d’Azotobacter ; d’un autre, des - 
ferments butyriques sporogénes y pullulent en masse. On n’a 
donc aucun moyen de choisir une certaine espéce ou race 
d’Azotobacter dans le mélange, en méme temps que l’on a 
trop a faire, pour éliminer les impuretés nombreuses et 
variées. 

En regard de cet ancien procédé, mettons celui que nous 
préconisons depuis plusieurs années. 

Sur une plaque de silico-gel de 10 ou mieux de 20 centi- 
métres de diamétre, préparée selon nos indications (voir Etu- 


y/ 


Annales de UInslilut Pasleur, t. 6), n° 4, 1938. 26 
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(se) 


des sur la Microbiologie du sol, 5° mémoire. Ces Annales, 
XLVIII, p. 39), on dépose des particules de terre passée 
par un tamis de 1 millimétre, aussi petites que possible, que: 
l’on attrape au moyen du bout d’une baguette étirée en che- 
veux et légérement humectée. On les range & environ 4 centi- 
métre Pune de l’autre. Quant a la substance énergétique, le: 
plus avantageux est de choisir l’alcool éthylique ou le benzoate 
de soude, ou de calcium. Pour l’alcool, la dose est indiquée 
(voir p. 362). Pour le benzoate, la dose est de 0 gr. 5 par plaque: 
de 20 centimétres, de 0 gr. 1 par plaque de 10 centimétres. 

Les colonies d’Azotobacter ne tardent pas a paraitre autour 
des granules de terre ; elles se développent séparées assez long- 
temps pour pouvoir les différencier provisoirement, d’aprés. 
leur mode de croissance, les qualités de la glaire qu’elles pro- 
duisent, sa pigmentation, etc. L’aspect caractéristique de ces. 
plaques en dit plus long que les descriptions. 

La figure 4 (p. 392) illustre les végétations sur une plaque a 
éthanol de quatre jours. 

La figure 2 (p. 393) reproduit une plaque a benzoate de six 
jours, ot le gel commence a brunir autour des colonies, comme: 
c'est le cas avec le benzoate. A l’examen microscopique, il 
n’est pas rare de trouver, dans telle ou telle autre colonie, une: 
race pure d’emblée, car les germes de ce fixateur ne sont 
guére trés nombreux dans le sol. Quelques impuretés y sont 
mélées, mais elles sont si clairsemées dans le tableau micro- 
scopique qu’il faut les chercher pour les découvrir. Un petit 
coccus et 2 43 formes de batonnets minuscules, commensaux 
ordinaires des Azotobacter, les composent. Jamais on n’y 
trouve de bacilles sporogénes, ce qui rend les manipulations 
plus rapides, car on est dispensé de recourir 4 tout instant a 
Vautoclave pour la stérilisation. 

Au moyen de un ou deux repiquages sur plaques de silico- 
gel éthanolé ou benzoaté, on débarrasse les pullulations plus. 
ou moins rapidement de ces petites impuretés. S’il est néces- 
saire, pour l’épuration définitive on a recours aux plaques de 
gélose éthanolées, moyen d’épuration le plus efficace. H y a 
grand avantage a exécuter tous les ensemencements sur les 
plaques par pulvérisation de la suspension microbienne : on 
prépare les dilutions nécessaires et on en dirige une buée fine 
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au moyen d’un pulvérisateur actionné a une distance d’un 
métre, sur chacune des plaques ; un seul coup suffit. 

S’il s’agit d’espéces aquatiques, comme celles que nous 
venons d’étudier, on ajoute & un échantillon d’eau prélevé 
dans un étang, ou riviére, quelques centicubes de la solution 
de sels pour plaques (p. 364), une pincée de craie et 1/2 p. 100 
d’alcool absolu. Le liquide se trouble bientdt. S’il devient 
jaune ou jaune verdatre, on est sir d’y trouver l'un ou 
autre des microbes décrits dans ce mémoire. En goutte 
pendante, on reconnait facilement l’agilis par sa taille et sa 
motilité intense. L’un ou l’autre de ces fixateurs y domine 
largement. Il est avantageux de partir d’une culture brute, 
ou l’on trouve une race pure, c’est-a-dire homogéne, car il est 
plus malaisé de séparer deux fixateurs que de les débarrasser 
des impuretés. Celles-ci ne sont pas nombreuses dans ces con- 
ditions : des spirilles, un petit coccus, 2 ou 3 formes de baton- 
nets minuscules, des monadines. On repique plusieurs fois, 
toutes les vingt-quatre heures dans la solution éthanolée, ce 
qui suffit d’ordinaire pour éliminer presque toutes les impu- 
retés, sauf peut-étre le coccus, commensal le plus coutumier 
des fixateurs. On a recours alors au milieu solide, silico-gel ou 
gélose, toujours additionné d’alcool, comme seul aliment 
organique. 

Comme régime de laboratoire pour les vrais Azotobacter 
qui produisent des kystes, une régénération périodique obli- 
gatoire des cultures n’est guére nécessaire, ni méme indiquée. 
Il est plus rationnel et plus pratique de conserver les souches 
sous la forme enkystée. Pour cela, on se sert d’une culture 
sur plaque silico-gel, dont on contréle le parfait enkystement ; 
on séche a 40-45°, on recueille les écailles, autant que possible 
aseptiquement, dans un petit tube stérilisé. Gardée a état de 
repos, la souche sera ainsi tenue a l’abri de toute modification 
causée par la culture artificielle prolongée. Voudra-t-on la 
régénérer, il n’y aura qu’d jeter quelques écailles dans un 
liquide nutritif, pour obtenir une culture. 

Les kystes possédent une viabilité trés tenace. Nous avons 
régénéré sans faute les cultures d’Az. vinelandii par des écailles 
seches conservées pres de deux ans. D’autres ont constaté 
la reprise des cultures d’Az. chroococcum sur gélose inclinée, 


396 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


gardées a |’état sec pendant plusieurs années. Oméliansky les 
a trouvées viables au bout de dix ans. Il n’est guére douteux 
que cette résistance était due aux kystes que ces cultures conte- 
naient, quoique les auteurs ne Je disent pas ; car il n’est pas 
difficile de s’assurer que les végétations dépourvues de kystes 
ne donnent plus de cultures aprés dessiccation, ni méme 
tenues a l’abri de la dessiccation, au bout d’un délai de quel- 
ques mois, car elles subissent une désorganisation par autolyse. 
Le n° 48 reproduit l'état d’une culture sur gélose d’Az. vine- 
landu gardée environ trois-quatre mois : on y voit les cellules 
du microbe réduites 4 l'état de corps arrondis, gonflés, sans 
contours marqués et ne prenant plus le colorant. 

Quant aux fixateurs aquatiques non kystogénes, comme 
ceux que nous désignons d’Azomonades, il n’y a qu’a enca- 
puchonner les cultures en fioles coniques @ la fin de la pullu- 
lation active, pour les conserver & l'état vivant pendant quel- 
ques mois. Les repiquages périodiques sont inévitables dans 


ce cas. 


* 
* 


Le résumé de nos observations morphologiques ayant déja 
été fait, il ne nous reste qu’a en tirer quelques enseignements 
d’ordre général. 

1° La morphologie des Azotobacter est particuliérement ins- 
tructive, car elle met bien en relief les principes mémes qui 
sont a la base des études morphologiques sur les Schizomy- 
cétes, principes qui ont, du reste, une portée biologique géné- 
rale. Quel que soit l’organisme, dont il s’agit d’établir la 
caractéristique morphologique, celle-ci se composera toujours 
de toutes les formes successives qu’il prend au cours de son 
évolution et de l’ordre de leur succession ; mais ces caractéres 
héréditaires ne pourront se manifester, avec une certaine sta- 
bilité, que dans les conditions qui conviennent aux adapta- 
tions de l’espéce; si ces conditions s’en écartent, l’espéce y 
réagira, avec plus ou moins de sensibilité, par des écarts dans 
ses stades évolutifs, qui présenteront une sorte de morphologie 
pathologique, que l’on se gardera de confondre avec la mor- 
phologie normale. Malgré Vévidence méme de ces principes, 
il a été beaucoup péché contre eux au cours des soixante-dix 
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ans révolus depuis les débuts des études bactériologiques 
intensives ; et Vhistorique des études morphologiques nous 
démontre clairement que c’est la méconnaissance de ces prin- 
cipes fondamentaux qui a toujours été la source de doctrines 
mal étayées par les faits, dont la théorie cyclogénique est une 
récidive récente. 

Il est évident ensuite que, plus les conditions de l’existence 
naturelle de l’espéce sont différentes du régime de laboratoire 
qui lui est imposé, plus elle sera susceptible de s’écarter du 
cours de son évolution normale en devenant une variété de 
culture. Le seul moyen de prévenir cette variation, c’est de 
chercher & imiter au Jaboratoire, autant que possible, les 
conditions de son existence dans la nature. De ces conditions, 
il est indispensable de se faire une idée assez claire, au moyen 
d’expériences préliminaires, dont notre mémoire de 1932 
indique l’une des méthodes applicables & ce but. Le principe 
cecologique qui a guidé nos recherches en est ressorti. Et il 
sulfit, sans méme lire le texte, de comparer nos 10 premiers 
photogrammes, qui présentent |’évolution normale, avec la 
série du n° 12 au n° 20, qui illustre l’évolution dérangée, 
anormale, pour convenir que ce principe nous a été un guide 
assez sur. 

Les formes aberrantes, qui ont été souvent l’objet de contro- 
verses concernant leur viabilité, ne sont pas toujours des 
formes dites d’involution, nécessairement vouées a la désorga- 
nisation. Comme on l’a vu, elles apparaissent surtout dans des 
milieux pourvus de « bons aliments », ce qui fait penser qu'il 
s’agit 1a d’états hypertrophiques, A en juger encore par leur 
aspect massif, monstrueux. Il semble qu’il y aurait également 
lieu d’attribuer le bourgeonnement & un état hypertrophique 
des cellules. Cette maniére de voir est confirmée par le fait que 
les cultures sur glucose et mannite sont abondantes, paraissent 
prospéres, restent repiquables pendant un nombre indéfini 
d’années. Et pourtant l’Azotobacter qui y pullule n'est qu’une 
variété de laboratoire et bien souvent un mutilat. 


2° Pour étendre les données disponibles sur les fonctions des 
fixateurs aérobies dans la nature, il serait utile : 4° d’aban- 
donner l’ancienne méthode standard d’isolement et de culture 
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de ces microbes sur mannite et glucose ; 2° de recourir le plus 
souvent a leur isolement a partir du sol et des eaux, au lieu de 
se servir de cultures de collection. Cette pratique conduirait a 
une meilleure connaissance de leur cecologie. Elle permettrait 


possiblement de compléter le groupe par de nouvelles espéces 
ou races. 


3° Les organismes, auxquels nous proposons de donner le 
nom Azomonas, qui choisissent les eaux pour habitat, présen- 
tent un sujet de recherches encore trés peu connu. On les 
recherchera dans les cours d’eaux et étangs 4 pH non au- 
dessous de 7,0, libres de toute souillure par des eaux d’égout 
ou des eaux ménagéres, par conséquent, pauvres en azote. 

4° L’activité des pullulations des fixateurs aux dépens de 
Valcool éthylique attire l’attention sur son réle dans le phé- 
noméne de fixation de lVazote moléculaire. Muntz, le premier, 
a signalé sa présence constante, parait-il, dans le sol. Le fait 
a été maintes fois confirmé depuis. J. Eger dans le laboratoire 
de Stocklasa, en soumettant la terre 4 une pression de 330- 
400 atm., en a retiré 4 & 3 milligrammes par kilogramme de 
terre. Le taux n’est certes pas considérable, mais son utilisa- 
tion est assurée aux fixateurs, particuliérement quand le 
milieu est pauvre en azote combiné. 
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EXPLIGATION DES PLANCHES 


Grossissement 1.800 D. 


PLANCHE V 


Azotobacter vinelandii, 
Souche locale. 


Culture dans un liquide nutritif 4 éthanol : 


‘Ne 4. Pullulation jeune. vingt a vingt-quatre heures. 

Ne 2. Pullulation de trois jours. 

Ne 3. Pullulation de six jours. 

Ne 4. Enkystementincomplet. Mélange d’états végétatifs et de kystes. Douziéme 


jour. 
Culture dans un liquide nutritif & acétate de calcium : 


‘Ne 5. Pullulation jeune, vingt a vingt-quatre heures. 
Ne 6. Etat prékystique, sixiéme jour. 
Ne 7. Enkystement complet, dixiéme jour. 


Culture dans un liquide nutritif 4 éthanol et butanol. 


‘Ne 8. Enkystement complet, dixiéme jour. 


PLANCHE VI 


Azotobacter vinelandii. 


. Végétation de la souche n°? 1 sur silico-gel butanolé, sixiéme jour. Enkys- 


tement complet. 
. Sédiment d’une culture dans un liquide nutritif & butanol, 4gée de prés 
. de deux ans. 
No 144. Germination des kystes. 
Ne 12. Culture akystogéne. Nannocytes en train de s’autolyser. 
Culture dans un liquide glucosé a 3 p. 1.000. Kystes anormaux. 


No 43; 

No 44. Pullulation jeune dans un liquide nutritif glucosé a 3 p. 1.000. Formes 
végétatives disparates. Bourgeonnement. 

Ne 15. Lignée de culture dans le liquide glucosé a 2 p. 100. Quatriéme repiquage. 


‘No 16. Méme lignée, deuxiéme repiquage. 
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No si: 
No 48. 
INGBLGs 


Ne 20. 


Nord 
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Culture dans un liquide nutrilif 4 glucose et asparagine. Filaments auto- 
lysés, nannocytes, absence de kystes. 

Végétation sur gélose a2 p. 100 de glucose dgée de trois mois. Autolyse 
générale. 

Souche étrangére n° 1. Strie originaire sur gélose inclinée 4 mannite. 
Légére souillure par un fin bacille. 

Souche étrangére n° 2. Végétation dans un liquide nutritif glucosé a 
3 p. 1.000, agée de treize jours. Formes aberrantes, filaments. Légere 
souillure par un fin bacille. 


PLANCHE Vil 


. Az. vinelandii. Cils portés par la forme jeune. 
22. Méme. Cils portés par la forme plus agée. 


Azotobacter agilis (Azomonas), 


. Cils chez une souche locale. 
. Souche chromogéne hollandaise. Jeune pullulation dans le liquide 


nutritif éthanolé. 


. Méme souche. Pullulation dans le liquide nutritif 4 acétate. 
. Souche hollandaise chromogéne. Pullulation dans un liquide glucosé. 


Groupes agglutinés. Bourgeonnement. 


. Souche hollandaise chromogéne. Stries sur gélose a 2 p, 100 de glucose 


agées d’une vingtaine de jours. Végétations disparates, formes mons- 
trueuses, bourgeonnement. 


Ne 28. Souche locale « Yerres ». Jeune pullulation dans le liquide éthanolé. 
Nes 29 et 30. Souche locale « Etang ». Jeune pullulation dans le liquide éthanolé. 


INGEST 
Ne 32. 


Méme. Strie sur gélose éthanolée, igée de vingt-cing jours. 
Méme. Colonie sur silico-gel éthanolé, Agée d’une quinzaine de jours. 


LA MORPHOLOGIE DE L’INFRAMICROBE HERPETIQUE 
DANS LE TISSU 
DES ANIMAUX INFECTES EXPERIMENTALEMENT 
ET LE MECANISME DE LA FORMATION DES INCLUSIONS 
QU’IL ENGENDRE DANS LES CELLULES 


Par S. NICOLAU et L. KOPCIOWSKA. 


Dans un travail récent (1) nous avons indiqué, qu’é notre 
avis, l’agent étiologique de l’herpés est un petit microorga- 
nisme en forme de batonnet. A l’aide de notre coloration au 
bleu de méthyle oxalaté en solution hydro-alcoolique glycé- 
rinée-fuchsine acide (2), nous avons réussi & mettre en évidence 


(1) Nicozau (S.) et Kopctowska (L.). C. R. Acad. des Sc., 204, 1937, 
p. 1276. 

(2) Voici quelques détails sur la technique de coloration des infra- 
germes : 

L’essentiel pour obtenir des préparations réussies, est d’abord d’avoir 
des coupes trés fines, de 2 y, d’épaisseur ; si les coupes sont plus 
épaisses, on risque d’obtenir, aprés coloration, des images opaques, 
illisibles. — Les colorants se préparent ainsi que nous l’avons indiqué 
dans notre travail précédent. — Si la coupe traitée au bleu de méthyle 
oxalaté est trop colorée, on peut la décolorer facilement avec de l’alcool 
absolu sodé (X a XV gouttes de soude caustique en solution alcoolique 
a 2 p. 100, dans 30 cent. cubes d’alcool absolu) ; la coupe retirée de 
‘V’alcool sodé est lavée a l’alcool, ensuite & l’eau de robinet. Mais, il est 
préférable de ne pas avoir besoin de décolorer, car la décoloration nuit 
parfois a la netteté de l’image des inframicrobes ; il faut colorer avec 
le bleu, juste A point. Le bleu de méthyle oxalaté doit étre dilué pour 
une coloration de quelques heures, pur pour une coloration de quinze 
a quarante-cinq minutes ; on peut encore cbtenir des colorations assez 
bonnes en trois & cing minutes avec le colorant non dilué et en flam- 
bant la lame. 

La fuchsine acide a pour réle de renforcer la coloration par le bleu, 
pour rendre plus net et plus tranchant l’aspect des inframicrobes. Si 
l’on veut avoir sur la préparation des couleurs différentes de contraste 
(mise en évidence des inclusions), on utilise une fuchsine acide prépa- 
rée exactemenlt comme le bleu de méthyle (solution hydro-alcoolique 
glycérinée, oxalatée) et l’on colore par le rouge d’abord, pendant trente 
minutes ; sans laver @ l’eau mais & l’alcool, seulement, on poursuit 
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cet inframicrobe dans le noyau des neurones et des cellules 
gliales encéphaliques du lapin mort de névraxite herpétique 
expérimentale, dans le noyau des cellules de l’épithélium 
ccornéen & la phase de début de la kératite herpétique, ainsi 
que dans les fibres nerveuses des nerfs inoculés avec le virus. 
Nous avons conclu que ce petit élément d’aspect microbien, 
dont les dimensions précisées & l’aide de l’ultrafiltration ou 
de l’ultracentrifugation seraient de 100 a 220 my. [Elford, 
Perdrau et Smith (3), Bechold et Schlessinger (4), Levaditi, 
Paic et Krasnoif (5)], coloré avec une méthode appropriée, 
-devient bien visible au microscope (6). Cela ne doit pas sur- 
prendre surtout si l'on considére que la taille réelle de la plu- 
part des éléments virulents (qui paraissent étre, parfois, assez 
polymorphes) doit dépasser les dimensions fixées par les 
auteurs cilés plus haut. En effet, on sait que les membranes 
des ultrafiltres laissent passer, d'un mélange d’éléments de 
taille variable, les formes les plus petites, tandis que les 
formes plus grandes, les plus nombreuses, sont retenues ; la 


Ia coloration 4 l’aide du bleu de méthyle. La différenciation finale, 4 
V’eau, est le seul point délicat : si la préparation reste trop longtemps 
au contact de l’eau, presque tout le rouge est enlevé; si elle n’est 
pas assez lavée a l’eau, le rouge domine et nuit au contraste ; une a 
trois secondes sous un mince filet d’eau de robinet, suffisent d’habi- 
tude pour obtenir une différenciation convenable. 

On peut remplacer la fuchsine acide par le brun Bismark, préparé 
de la méme facon que le bleu de méthyle (filtrer toujours le brun 
Bismark qui précipite facilement). Dans la recherche des inframicrobes, 
la double coloration a pour but de renforcer une coloration par l’autre, 
rendant ainsi plus visibles les infragermes corpusculaires. 

Il est peut-étre important de mentionner que les colorants oxalatés, 
gardés pendant un certain temps a la température du laboratoire, peu- 
vent s’altérer 4 la longue, et colorer les inframicrobes de maniére moins 
nette. Il est préférable d’utiliser des solutions fraiches de colorants, ou 
d’ajouter |’acide oxalique — au colorant préparé d’avance — au moment 
de l’utilisation. 

Mais, nous le répétons encore une fois, la condition sine qua non 
pour obtenir une bonne préparation microscopique est que la coupe 
soit trés fine ; les coupes les plus minces possibles (2 y et méme 
moins) donnent les meilleurs résultats dans la recherche des infra- 
-germes herpétiques intranucléaires. 

(3) Exrorp, Perpravu et Smita. J. of Path. a Bact., 36, 1933, p. 49. 

(4) Becnorp et Scuressincrr. Zeitschr. f. Hyg., 445, 1933, p. 242. 

(5) Levanrri, Paic et Krasnorr. C. R. Soc. biol., 423, 1936, p. 1048. 

(6) Nicotau (S.) et Kopctowsxa (L.). C. R. Soc. biol., 426, 1937, p. 211. 
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preuve en serait donnée par la faible virulence de l’ultrafiltrat 
par rapport a la virulence initiale de l’émulsion qu’on soumet 
a Vultrafiltration. Ajoutons encore que Ja coloration doit aug- 
menter sensiblement les dimensions de ces germes. D’ailleurs, 
‘si l'on prend comme base de calcul théorique une dimen- 
sion des éléments virulents de 150 my, on concoit facilement 
‘qu'un grossissement de 1.500 diamétres seulement et qui 
donne des images trés précises, révélera aisément un corpus- 
cule de cette dimension, a plus forte raison si la taille du 
corpuscule coloré est augmentée et surtout si les éléments 
‘sont disposés en amas. Mais, disons-le dés maintenant, I’ éclai- 
rage du microscope joue un réle capital dans la mise en 
évidence des inframicrobes et dans l'étude de leur morpho- 
dogie, ainsi que nous le préciserons plus loin. 

Ajoutons que Herzberg pense avoir obtenu, sur des frottis, 
des corpuscules herpétiques colorés en bleu pale, a l'aide 
‘d’une solution & 3 p. 100 de bleu Victoria (7) ; cet auteur 
aurait réussi également 4 colorer le virus herpétique a 1’ état 
jrais, avec le bleu Victoria additionné d’acide citrique (&, 9). 
‘Le virus aurait la forme d’un tout petit coccus. 


I. — LA MORPHOLOGIE DU GERME HERPETIQUE 
DANS LE CERVEAU. 


1° COLONIES INTRANUCLEATRES DANS LES NEURONES ET DANS LES 
‘CELLULES GLIALES. — Pendant ]’examen microscopique d’une 
préparation bien réussie de cerveau de lapin mort d’encépha- 
lite herpétique (coupe trés fine, de 2 » d’épaisseur, colorée 
avec notre méthode), le microscope a4 éclairage habi- 
‘tuel montre dans le noyau de certains neurones, des colonies 
d’éléments d’aspect microbien en forme de cocci, de cocco: 
bacilles, de diplo-cocco-bacilles ; il faut que la préparation soit 
vraiment exceptionnelle au point de vue de !a finesse de Ja 
coupe et que les éléments qui constituent la colonic de germes 
intranucléaires ne soit pas trop serrés les uns contre les autres, 


_ (7) Herzeerc (K.). Zentralbl. f. Bakter., 134, 1934, p. 358. 
(8) Herzpere (K.). Klin. Wochenschr., 13, 1934, p. 1363. 
(9) Herzpere (K.). Congrés Internat. Microbiol., Londres 1936, Abstr. 


of Communic., p. 31. 
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pour que l’ceil puisse se rendre compte que la forme réelle 
de nombre de ces parasites est celle d’un batonnet. Mais, si 
lon examine la méme préparation microscopique et, sur la 
préparation donnée, la méme cellule parasitée, avec le micros- 
cope pourvu d’un condensateur particulier (40), en utilisant 
une source lumineuse trés puissante 4 rayons tamisés & tra- 
vers des écrans qui retiennent certains rayons tout en laissant 
passer ceux de couleur complémentaire a la préparation, on 
est étonné de constater la différence d’aspect : la presque 
totalité des éléments inframicrobiens apparaissent de maniére 
trés nette, comme des batonnets. Ces petits batonnets, rongés 
et déformés par la lumiére passée @ travers le condensateur 
Abbe habituel, au point d’étre réduits optiquement a des élé- 
ments granulaires, sont respectés et bien mis en évidence 
sous leur forme réelle par un éclairage spécial condensé de 
maniére convenable. Insistons que la méme immersion, placée 
sur un microscope a éclairage et condensateur habituel et 
ensuite adaptée & un microscope a éclairage et condensateur 
spécial, donne des images trés différentes, de beaucoup plus 
nettes dans le deuxiéme cas. La question de l’éclairage est 
donc essentielle dans l’étude morphologique des ultravirus. 

La coloration au bleu de méthyle oxalaté-fuchsine acide, 
met trés bien en évidence les inframicrobes herpétiques dans 
le noyau de nombreux neurones encéphaliques (11). Le cyto- 
plasme des cellules nerveuses apparait en bleu, la chromatine 
nucléaire en bleu violacé trés foncé, Je nucléole en rouge vio- 
let et les germes intranucléaires en bleu, comme le cytoplasme. 
Selon la décoloration plus ou moins poussée du rouge (a l’aide 
de l’eau de robinet), on obtient des préparations ot dominent 
tantot le rouge et tantédt le bleu. Celles ot les nucléoles sont 
colorés en rouge violet et le protoplasma en bleu soutenu, sont 
préférables, 4 notre avis. 


(10) Ce condensateur, construit par la maison Leitz (1937) « sur une 
autre formule que le condensateur habiluel Abbe », donne des résul- 
tats surprenants si l’on interpose une goutte d’huile de cédre A immer- 
sion entre la lentille supérieure et Ja lame porte-objet, ainsi que l’on 
fait toujours pour l’examen ultramicroscopique 4 conudensateur para- 
boloide. 


(11) Nicorau (S.) et Kopcrowska (L.). C. R. Soc. biol., 426, 1937, 
p- 211. 
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a) Dans certaines cellules nerveuses, le noyau est vidé pres- 
que complétement de sa chromatine ; quelques restes de cette 
substance peuvent étre refoulés a la périphérie du noyau et 
accolés & la membrane nucléaire (ce qu’on avait appelé la 
dégénérescence ballonnée d’Unna), ou méme, ces restes peu- 


4780 


VLC ONSTANT ie, 


Fic. 1. — Cellules encéphaliques de lapins morts d’infection herpétique conférée 
par inoculation sous-dure-mérienne ; les huit premieres cellules, des neurones, 
ont le noyau transformé en colonies dinframicrobes; a, b, c et d, noyaux de 
cellules gliales remplis de germes herpétiques. 


vent faire défaut complétement ; dans le premier cas, le centre 
du noyau est occupé par une masse de contour arrondi, de 
dimensions variables, et qui apparait au premier coup d’ceil 
formée par une substance granulaire ; dans le deuxiéme cas, 
le noyau est totalement bourré par cette méme substance 
granulaire. Regardée avec attention, cefte masse granulaire 
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(interprétée par les auteurs comme de l’oxychromatine dégé 
nérée) apparait constituée dinnombrables petits éléments 
corpusculaires plus ou moins serrés les uns contre les autres. 
Il s’agit de véritables colonies de germes herpétiques- 
développés dans le noyau aux dépens de la chromatine 
qu’ils remplacent. Il est & remarquer que ces éléments corpus- 
culaires sont pratiquement tous de la méme dimension et de 
forme trés réguliére. Parmi eux on peut voir, parfois, de 
petits blocs irréguliers de chromatine nucléaire dégénérée, 
mais l’affinité tinctoriale des germes les distingue bien de ces 
restes de chromatine. 

Ici, nous pouvons placer une comparaison grossiére mais 
suggestive : tous ceux qui ont étudié la toxoplasmose savent 
bien que le parasite qui détermine cette maladie, considéré- 
a Vintérieur d’un kyste a éléments trés nombreux et serrés 
les uns contre les autres, apparait rond et de dimensions 
réduites ; ce méme parasite, examiné a |’intérieur d’un kyste 
a éléments peu nombreux et peu serrés, apparait beaucoup: 
plus volumineux et allongé ; enfin, des frottis de liquide péri- 
tonéal riche en toxoplasmes laissent voir des parasites isolés, 
gros et dont l’aspect non altéré par compression, donne la 
forme réelle du protozoaire. Toutes proportions gardées, le 
méme phénoméne se remarque dans |’étude des inframicrobes. 
herpétiques 4 l’intérieur du noyau des neurones. Dans certains. 
noyaux la colonie de germes, trés dense, laisse voir des élé- 
ments a peine allongés ; 1a ot Ja densité en éléments est plus. 
réduite et ot l’on peut voir individuellement chaque élément, 
on reconnait la forme caractéristique de linframicrobe en 
batonnet (fig. 4). 

Pratiquement, a tous les niveaux de l’encéphale, on peut 
trouver des neurones 4 noyau parasité par les inframicrobes. 
herpétiques. Pourtant, certaines souches d’herpés ont une 
véritable prédilection pour le lobe piriforme (zone élective de 
Levaditi, Harvier et Nicolau), d’autres pour la corne d’Am- 
mon ot elles engendrent des altérations ; toutes provoquent 
des lésions caractéristiques d’encéphalite parenchymateuse et 
on peut trouver des neurones abondamment parasités dans 
les zones indiquées plus haut, dans |’écorce ainsi que dans 
les noyaux thalamiques. 
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6) Le noyau des cellules gliales peut subir les mémes modi- 
fications que le noyau des neurones ; la chromatine se frag- 
mente, saccole 4 la paroi nucléaire et finit par disparattre, 
pour faire place au développement de la colonie d’inframi- 
crobes. Par endroits, on peut encore voir des restes de chro- 
matine ou méme le nucléole dégénéré, au sein de la colonie: 
des germes. Les éléments corpusculaires d’aspect microbien 
qui remplissent de nombreux noyaux de gliocytes, ont les 
mémes caractéristiques que ceux qui parasitent le noyau des. 
neurones (v. fig. 4, a, b, ¢, et d). Ces cellules gliales & noyau 
parasulé peuvent élre rencontrées & n’importe quel niveau du 
cerveau, aussi bien dans la substance grise que dans la 
substance blanche ; nous en avons vu méme dans les pro- 
cessus de périvascularite. 


2° INFRAMICROBES DANS LE CYTOPLASME DES CELLULES. — Notre 
coloration au bleu de méthyle oxalé-fuchsine acide permet 
bien l’étude des inframicrobes herpétiques 4 l’intérieur du 
noyau des neurones et des cellules gliales. Mais, ces éléments 
microbiens ont une affinité tinctoriale presque identique a 
celle du protoplasma ; en effet, ils se colorent du méme bleu 
violacé que cette derniére substance. Dans ces conditions, nous. 
n’avons pas pu appliquer cette méthode de coloration a I’étude 
des germes intracytoplasmiques ; d’autres colorants se sont 
montrés de meilleurs détecteurs d’inframicrobes dans le pro- 
toplasma en permettant leur mise en évidence de maniére 
nette, sans toutefois donner les précisions morphologiques 
qu’on peut obtenir avec notre coloration. Une bonne colora- 
tion des germes intracytoplasmiques peut étre réalisée avec 
le colorant de Giemsa ; nous diluons le colorant dans de I’eau 
distillée, alcoolisée (alcool méthylique) et carbonatée, chan- 
geons trois & quatre fois le colorant en vingt-quatre ou qua- 
rante-huit heures, et différencions avec de 1l’acétone-acide 
acétique ou avec de l’alcool a 96° légérement acidulé. Le cyto- 
plasme des neurones doit ressortir en bleu pale, les corps de 
Nissl en bleu violacé assez marqué, les germes intranucléaires 
et intracytoplasmiques doivent apparaitre en rouge brillant. 
Les mémes résultats peuvent é¢tre obtenus avec le colorant 
de May-Griinwald seul, pur ou dilué, gardé sur la préparation: 
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de quinze minutes a six heures ; la différenciation, qui est 
délicate, & alcool acidulé, permet d’obtenir un cytoplasme 
des neurones trés pale, bleudtre ou rositre, et les infra- 
microbes ressortent colorés vigoureusement en rouge au sein 
du protoplasma ou dans le noyau. 

Sur les préparations bien réussies, on constate que les infra- 
microbes intranucléaires ont les mémes caractéristiques men- 
tionnées plus haut ; toutefois, leur réfringence dans les coupes 
colorées au Giemsa ou au May-Griinwald les font apparaitre 
avec un contour moins net et de forme plus arrondie que dans 
les préparations colorées au bleu de méthyle oxalaté. 

a) Neurones. — Toute la gamme de l’infection cytoplas- 
mique peut étre constatée dans les cellules nerveuses : on peut 
trouver des neurones a noyau bien parasité et a cytoplasme 
apparemment dépourvu de germes (fig. 4); d’autres neu- 
rones ont une grande partie du protoplasma envahie par les 
inframicrobes, seule une bande étroite du cytoplasme étant 
encore libre de parasites (fig. 2, c et d) ; dans certaines cellules 
nerveuses, les germes, au lieu d’avoir tendance 4 envahir 
toute la substance protoplasmique, se cantonnent dans une 
région seulement, sous forme de colonie, d’amas (fig. 2, b et f) ; 
dans presque toutes ces cellules (fig. 2, b, c, d, et e), le noyau 
est transformé, en méme temps, en colonie d’inframicrobes. 
Dans quelques autres neurones, on voit que les germes, une 
fois pénétrés dans le cytoplasme, s’amassent autour du noyau 
et se multiplient, apparemment aux dépens des corps de Nissl 
qui disparaissent complétement (42) [fig. 2, a]; il s’agit pro- 
bablement d’infections incipientes, le noyau de ces cellules 
n’étant pas encore envahi par les inframicrobes et les corps 
de Niss] de la périphérie cellulaire étant encore respectés. 
Enfin, des cellules nerveuses situées surtout dans les zones 
trés lésées (corne d’Ammon parfois, zone élective du lobe 


(12) Rappelons que les corps de Nissl n’existent pas dans la cellule 
vivante sous la forme concréte et bien délimitée que nous apercevons 
sur les préparations colorées ; il s’agit simplement d’une substance 
colloidale qui prend l’aspect de « corps de Nissl » aprés la mort et la 
fixation de la cellule. La disparition de ces formations au sein du 
cytoplasme fixé et coloré de nos préparations indique seulement le 
trouble occasionné par la présence et le développement des germes 
dans la cellule. 
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Fic. 2. — Cellules parasitées par des inframicrobes herpétiques, provenant du 
cerveau de lapins morts d’infection névraxique expérimentale; a, neurone & 
cytoplasme parasité dans la zone périnucléaire et a noyau intact ; 6, inframi- 
crobes intranucléaires et dans une zone délimitée du cytoplasme d’un neurone ; 
e et d, virus dans le noyau et dans le cytoplasme de cellules nerveuses ; 
e, cellule nerveuse complétement envahie par des germes; /, inframicrobes 
amassés en une formation bien délimitée, dans le protoplasme d’un neurone 
de la corne d’Ammon; g, inframicrobes dans le cytoplasme d'une cellule 
endothéliale; h, i,j, k et l, germes berpétiques dans le cytoplasme des cellules 
mononucléaires d’infiltration parenchymateuse ou méningée. 
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piriforme) sont bourrées de germes, au point de voir leur 
affinité tinctoriale totalement pervertie par la masse des infra- 
microbes développés a leur intérieur ; ces cellules se colorent 
en rouge vif, dans le méme ton rouge que les germes trouvés 
dans le noyau ou dans le cytoplasme (fig. 2, e) [Giemsa ou May- 
Griinwald]. 

ll est intéressant de constater que certaines cellules ner- 
veuses paraissent avoir le noyau seul parasité par les infra- 
microbes, le cyloplasme s’en montrant dépourvu. Dans ces 
cas, comment les germes ont-ils pu pénétrer et pulluler dans 
le noyau, sans multiplication intracytoplasmique préalable ? 
Le méme curieux phénoméne a été remarqué par Perdrau 43) 
qui imprégne in vivo des racines nerveuses avec des substances 
colorantes, suit la progression centripéte du colorant dans les 
axones et Je retrouve dans le noyaw des neurones médullaires 
mais non pas dans le cyloplasme de ces cellules. Pour ce qui 
concerne notre virus, nous croyons que, dans la majorité des 
cas, les germes ayant pénétré dans la cellule, entrent immé- 
diatement dans le noyau, en vertu d’une affinité élective trés 
marquée, s’y multiplient et constituent de vraies colonies ; 
dans une phase ultérieure, ils se répandent dans le cytoplasme 
ou ils peuvent se cantonner sous forme de masses de germes 
bien délimitées, ou encore ils peuvent envahir tout le proto- 
plasme cellulaire. [] faut reconnaitre, cependant, que, dans 
certains neurones, les inframicrobes, absents du noyau, exis- 
tent dans le cytoplasme ; mais ces cellules sont plut6t rares. 

b) Cellules gliales. — Le noyau des cellules gliales peut 
permettre la pullulation des inframicrobes au point de devenir 
une espéce de kyste rempli exclusivement avec des germes 
(fig. 1, a, b, c et d ; fig. 3 et fig. 4). D’autres aspects microsco- 
piques nous apprennent que la cellule gliale peut renfermer 
des inframicrobes dans son cytoplasme, qui devient ainsi visi- 
ble — sur les préparations colorées au Giemsa ou au May- 
Griinwald — grace a la présence des parasites qu’il renferme. 
Enfin, certains gliocytes mobilisés jouent un réle capital dans 
la phagocytose du virus herpétique ; ils gardent un noyau plus 
ou moins imtact, englobent dans le cytoplasme des germes 


(13) Perprau (J.-R.). Brain, 60, 2° part., 1937, p. 204. 
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qui sont détruits petit a petit en laissant a leur place des 
vacuoles protoplasmiques, et les celules gliales se transfor- 
ment de la sorte en corps granulo-adipeux de Del Rio Hortega. 
Ces éléments, a des stades variables de leur transformation, 
peuvent étre rencontrés soit dans le parenchyme encéphalique 
au niveau des lésions, soit méme dans les méninges au niveau 
‘des processus inflammatoires. 

c) Autres cellules. — Nous avons rencontré des amas de 
germes herpétiques, a lV’intérieur du cytoplasme des CELLULES 
ENDOTHELIALES qui lapissent les petits capillaires, dans les 


‘Fic. 3. — Cerveau de lapin mort dinfection herpétique du névraxe ; m, cellules 
mononucléaires de la paroi vasculaire; », neurone envahi par des inframi- 
crobes; g, noyaux de cellules gliales renfermant des colonies de germes. 


foyers d’encéphalite herpétique. Ces germes, agglutinés. cons- 
tituant une boule ronde qui se présente comme une forma- 
tion composée par une multitude d’éléments microbiens, ne 
paraissent pas avoir tendance 4 envahir toute la cellule 
(fig. 2, g). Des formations analogues ont été vues dans le 
eytoplasme de nombreuses cellules dinfiltration, CELLULES 
“MONOCYTAIRES, siégeant soit dans les processus de méningite ou 
de périvascularite méningée ou intraparenchymateuse,. soit 
_comme éléments disposés de maniére nodulaire ou diffuse dans 
la substance eérébrale (fig. 2, h, 1, 7, k, et 1). Parfois, tout-le 
cytoplasme des mononucléaires d’infiltration est envahi- par 
les germes (fig. 4, m). fea: ty 
- Ces derniéres constatations suggérent quelques réflexions. 
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L’affinité des germes herpétiques apparait, & la lumiére de 
ces faits, moins strictement neurotrope qu’on l’avait cru. En 
effet, opinion courante — a& laquelle nous avons souscrit 
il y a longtemps — accordait 4 ces germes une affinité élec- 
tive pour les éléments cellulaires dérivés de l’ectoderme (cor- 
née, peau et muqueuses, systéme nerveux). Or, nous consta- 
tons maintenant que l’inframicrobe herpétique peut se trouver 
dans les cellules gliales, dans les cellules endothéliales et 
méme dans les leucocytes d’infiltration. On est tenté de com- 


Fic. 4. — Cervyeau de lapin mort @infection herpétique du névraxe; v, vaisseau ; 
g, cellules gliales 4 noyau transformé en colonies de germes; m, ceilules 
mononucléaires & cytoplasme rempli d’inframicrobes herpétiques. 


prendre par « affinité », Vattraction élective que le germe 
subit pour certains éléments cellulaires qui permettent sa 
pullulation en constituant un excellent milieu de culture. Mais 
nous voyons que cette attraction s’exerce vis-a-vis d’éléments 
cellulaires d’origine non épithéliale, si l'on considére comme 
telle la microglie, éléments au sein desquels le germe pullule 
aussi bien que dans les neurones ; bien plus, on retrouve le 
virus dans des leucocytes et dans des cellules endothéliales 
des vaisseaux, ce qui géne l’hypothése d’une affinité stricte- 
ment épithéliale, mais facilite la compréhension de certains 
phénoménes non interprétés jusqu’a ce jour (la virulence du 
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sang, par exemple, quoique inconstante, a été constatée par 
de nombreux auteurs). Quoi qu’il en soit, on se rend compte 
que la question de l’affinité épithéliotrope du virus herpétique 
est moins rigoureusement mathématique que l’on ne Vavait 


XN 


Suppose, a moins de définir l’affinité d’un microorganisme 


Fic. 5. — Kératite herpétique expérimentale du lapin; épithélium cornéen; 
c, colonies d’inframicrobes intranucléaires; ci, amas de germes ageglutinés, 
entourés de halo, stade initial de la formation des inclusions nucléaires; 
z, inclusions herpétiques cytoplasmiques, constituées par des amas de germes. 


par l’incapacité de se défendre de certains tissus vis-a-vis de 
ce méme microorganisme ; et, méme dans ce cas, la cellule 
gliale ferait exception a la régle, ou dériverait embryologi- 
quement de l’ectoderme, ce que de nombreux auteurs ne peu- 
vent pas admettre. 
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Il. — InFRAMICROBES HERPETIQUES 
DANS LA KERATITE EXPERIMENTALE DU LAPIN. 


Nous avons cherché les germes herpétiques dans la lésion 
provoquée par l’insertion du virus dans la cornée scarifiée du 
lapin. Disons tout de suite qu’on peut trés bien les mettre 
en évidence avec la coloration au bleu de méthyle oxalaté —~ 
fuchsine acide, dans le noyau des cellules de l’épithélium cor- 
néen, au cours de la phase de début du processus infectieux. 
Pour ne pas nous répéter, précisons que l’aspect des germes 
et de la colonie d’inframicrobes intranucléaire est super- 
posable aux aspects décrits dans le noyau des cellules ner- 
veuses encéphaliques (fig. 5). 

Ajoutons que nous avons fait des constatations semblables 
dans la couche épithéliale de la plante de cobayes inoculés 
avec le virus herpétique au niveau du derme dé la région 
métatarsienne. 


* OK 


RESSEMBLANCE ENTRE L’INFRAMICROBE HERPSTIQUE ET CELLU? 
DU ZONA ZOSTER. — Pour ne pas traiter séparément ce sujet, 
et parce que la ressemblance entre les deux germes est telle- 
ment parfaite qu’on ne peut pas les dilférencier morphologi- 
quement, nous dirons quelques mots sur l’aspect de l’infra- 
microbe zonateux dans le tissu humain. Nous avons examiné 
des coupes de peau d’un individu présentant une éruption zos- 
térienne. Il s’agissait bien du zona, la disposition de l’éruption 
en faisait foi et inoculation sur la cornée du lapin — avec 
résultat négatif — Je confirmait. Nous avons décelé dans le 
noyau des cellules malpighiennes de la peau lésée par l’érup- 
tion zonateuse, les mémes aspects que dans la peau plantaire 
du cobaye atteinte d’herpés expérimental, que dans la kératite 
herpétique du lapin et que dans le cerveau des lapins morts 
d’encéphalite herpétique expérimentale : le noyau parasité se 
gonfle, la chromatine se fragmente, s’accole en blocs irrégu- 
liers 4 la membrane nucléaire et fait place a la colonie d’infra- 
microbes qui s’y développe. Les éléments inframicrobiens de 
ce processus zonateux sont en tout point comparables a@ ceux 
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Fic. 6. — Peau humaine atteinte de zona zoster; micro-vésicule zostérienne ; 
couche de cellules de Malpighi; c, cavité creuse; e, cellules épithéliales 
normales; m, amas yolumineux de germes dans le cytoplasme; ve, petites 
formations intraprotoplasmiques constituées par des inframicrobes agelu- 
tinés; vn, colonies de germes intranucléaires; n, un noyau rempli de germes’; 
i, inframicrobes envahissant le cytoplasme des cellules épithéliales. 
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qui déterminent les lésions herpétiques, ainsi que l’on peut 
le voir sur la figure 6. 

Nous manquons de matériel nerveux pour pouvoir appli- 
quer nos méthodes de coloration & l'étude de l’inframicrobe 
du zona dans le névraxe humain. Mais, d’ores et déja, nous 
croyons pouvoir affirmer la grande similitude morphologique 
entre les deux germes, le germe herpétique et le germe zona- 
teux. 


Ill. — InrrRAMICROBES HERPETIQUES INOCULES 
DANS LES TRONCS NERVEUX. 


On sait que le virus herpétique, inoculé dans un trone ner- 
veux périphérique, se propage le long du nerf et arrive par 
la voie centripete dans le névraxe (neuroprobasie de Levaditi) ; 
il peut se disperser ensuite dans tout l’organisme, toujours 
par voie nerveuse, mais centrifuge, et provoque alors le phé- 
noméne de septinévrite (Nicolau). Dans sa progression ner- 
veuse centripéte ou centrifuge, le germe engendre des lésions 
de névrite. Nous avons essayé de mettre en évidence |’infra- 
microbe dans les troncs nerveux ainsi lésés. Pour ce faire, 
nous avons inoculé des émulsions virulentes dans le nerf bra- 
chial ou sciatique de lapins, et nous avons étudié avec notre 
méthode de coloration, le nerf inoculé, prélevé quelques jours 
(huit & douze jours) aprés l’inoculation, ou a la mort de l’ani- 
mal. Précisons que, surtout pour le nerf sciatique — qui a 
servi 4 la plupart de nos examens microscopiques — l’inocu- 
lation avait eu lieu au niveau du creux poplité et la portion 
du nerf en amont, depuis le point d’inoculation et jusqu’aux 
ganglions spinaux, était débitée en trois troncons. Chez les 
animaux morts a la suite de lV’infection conférée par voie 
intratronculaire, les altérations affectaient les trois troncons 
et les formations particuliéres, corpusculaires, que nous décri- 
rons plus loin, étaient également présentes a tous les niveaux 
étudiés. 

Dans ces nerfs lésés, nous avons été surpris de constater 
sur les préparations colorées avec notre méthode (coupes lon- 
gitudinales de 2 yp d’épaisseur, colorées avec le bleu de 
méthyle oxalaté — fuchsine acide), en plus des lésions infiltra- 
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Fic. 7. — Fibres nerveuses du nerf sciatique de lapins inoculés dans le nerf 
méme avec le virus herpétique; animaux sacrifiés de sept a dix jours apres 
Vinoculation; a, 6, c et d, éléments corpusculaires bacilliformes, a l’'intérieur 
des fibres nerveuses, autour des cylindraxes (cy); e et f, quelques éléments 
corpusculaires 4 l'intérieur du cylindraxe (co); 7, nombreux éléments corpus- 
culaires a l’intérieur des fibres nerveuses. 
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tives habituelles, de nombreuses formations corpusculaires & 
lV’intérieur des fibres nerveuses. Dans le nerf prélevé quelques 
jours aprés l’inoculation on constate & l’intérieur de la fibre 
nerveuse, autour de l’axone d’aspect normal (le cylindraxe- 
apparait comme un ruban net, dépourvu de toute granulation), 
de nombreux petits corpuscules de dimensions, d’aspect mor- 
phologique et d’affinité tinctoriale semblables & ceux des. 
éléments inframicrobiens développés dans le noyau ou dans le 
cytoplasma des neurones encéphaliques. S’agit-il des infra- 
microbes herpétiques ? Nous sommes tentés de le croire, sans. 
pouvoir l’affirmer, pour instant, de maniére catégorique. 
Les fragments de fibres nerveuses a, b, c, et d de la figure 7 
montrent ces corpuscules, qui par places paraissent avoir ten- 
dance & pénétrer dans le cylindraxe. Dans des zones de nerfs- 
que nous considérons comme plus infectées, nous avons trouvé 
des éléments corpusculaires beaucoup plus nombreux, a l’inté- 
rieur des fibres nerveuses de méme qu’entre ces fibres 
(fig. 7, g). Enfin, nous avons remarqué que certains cylindraxes. 
présentent 4 leur intérieur des corpuscules semblables & ceux 
mentionnés précédemment (fig. 7, e et /). Sur des coupes de 
nerfs prélevés chez des animaux morts de la maladie expéri- 
mentale conférée par l’inoculation de germes dans les troncs. 
nerveux mémes, nous avons constaté a lVintérieur des fibres 
nerveuses des masses de grains (fig. &). Ges éléments corpus- 
culaires, de forme allongée, en batonnets fins, peuvent se trou- 
ver disséminés dans la fibre nerveuse, ou en amas, ou bien 
encore contenus dans des gangues (fig. 8, 3 et 5), ou enfin, 
dans des renflements du cylindraxe (fig. 8, 1, 4 et 6). Par 
endroits, tout Vintérieur de l’axone est transformé en granules. 
qui se présentent disposés sous forme de laniéres plus ou 
moins longues, suivant le parallélisme plus ou moins parfait 
de la coupe par rapport a l’axe longitudinal de la fibre 
nerveuse (fig. &, 7). S’agit-il, dans ce cas, d’une résolution 
dégénérative des cylindraxes en granules, sous l’influence des 
germes, ou bien d’une colonisation des cylindraxes par des 
inframicrobes qui se multiplieraient 4 ses dépens? En d’autres 
termes, les éléments corpusculaires en forme de batonnets qui 
finissent par remplacer l’axoplasme (fig. 8, 7) sont-ils des 
inframicrobes herpétiques ou bien des corpuscules inertes 
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Fic. 8. — Fibres neryeuses. du nerf scialique de lapins morts a la suite de 
Vinoculation du virus herpétique dans le nerf sciatique; résolution du cylin- 

_draxe en éléments corpusculaires; cy, cylindraxe d’aspect normal; /, laniéres 
constituées par des éléments corpusculaires et provenant de la transformation 
des cylindraxes; 7, renflements des cylindraxes, remplis déléments corpus- 
culaires bacilliformes; g, gangues bourrées d’éléments corpusculaires; a, amas 
de corpuscules. 
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issus d'une dégénérescence particuliére du cylindraxe ? 
Nous avons essayé de répondre a cette question en exami- 
nant attentivement un grand nombre de nerfs témoins : 
a) nerfs provenant de lapins normaux ; 6) troncs nerveux 
périphériques prélevés sur des animaux inoculés dans la 
cavité rachidienne avec des toxines microbiennes (toxine diph- 
térique, tétanique, dysentérique) et qui présentaient des 
lésions de névrite interstitielle descendante (« toxinévrite ») ; 
c) nerfs inoculés avec des émulsions de cerveau normal ; 
d) sciatiques prélevés de huit & vingt jours aprés la névrec- 
tomie réalisée dans la portion juxta-ganglionnaire du méme 
nerf ; e) nerfs inoculés avec du virus de typhus exanthéma- 
tique, avec du virus vaccinal ou avec du virus de la maladie 
d’Aujeszky, etc. L’inoculation directe de toxine diphtérique 
dans les troncs nerveux mémes, a déclenché la formation de 
trés rares laniéres de corpuscules, issus vraisemblablement 
d’une résolution dégénérative granulaire des cylindraxes ; de 
méme, nous avons trouvé des laniéres semblables dans des 
nerfs périphériques prélevés vingt jours apres la névrec- 
tomie. Dans ces conditions, pour l’instant, nous avouons ne 
pas pouvoir alfirmer avec la certitude désirée que les forma- 
tions corpusculaires en forme de batonnet, contenues dans les 
fibres nerveuses et qui prennent naissance dans. les cylindraxes 
mémes chez les lapins infectés par voie intratronculaire, soient 
les inframicrobes de l’herpés, malgré la ressemblance morpho- 
logique entre ces éléments et les germes trouvés dans le noyau 
ou dans le cytoplasme des neurones. Ajoutons que notre Maitre, 
le Pref. G. Marinesco, dont la grande compétence en cyto- 
pathologie nerveuse est universellement reconnue, ayant étu- 
dié nos préparations, partage cette maniére de voir. 

Ces formations en batonnet, qu’on trouve dans les axones 
contaminés incontestablement avec du virus, inframicrobes 
elles-mémes ou produits de résolution cylindraxique sous 
action des germes, ont été rencontrées non seulement A 
Vendroit d’inoculation du tronc nerveux, mais aussi trés loin 
de ce point, dans les racines nerveuses homologues et hétéro- 
logues, ainsi que dans les fibres nerveuses du sciatique opposé 
& celui inoculé ; dans ce dernier tronc nerveux, elles sont de 
beaucoup plus rares que dans le trone inoculé, ce qui va de 
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pair avec la virulence du nerf inoculé comparée avec celle du 
nerf opposé. 

Nous avons pu mettre en évidence de nombreux corpuscules 
semblables entre les fibres nerveuses et surtout dans les proces- 
sus d’infiltration interstitielle. Les cellules d’infiltration, 
notamment les gros mononucléaires, renferment souvent dans 
le cytoplasme des amas de ces germes, & l’exemple des mono- 
cytes qui existent dans les processus d’infiltration du paren- 
chyme encéphalique. Nous espérons que bient6t, en utilisant 
un microscope adapté & ce but et des méthodes de colorations 
appropriées, nous pourrons réussir 4 différencier de maniére 
nette les germes herpétiques intratronculaires des formations 
granulaires issues de la dégénérescence des axones. 


IV. — FoRMATION DES INCLUSIONS DANS LE SYSTEME NERVEUX 
DES ANIMAUX INFECTES -EXPERIMENTALEMENT AVEC LE VIRUS 
HERPETIQUE. 


Dans les processus herpétiques, chez homme, de méme 
que chez l’animal d’expérience, on a décrit des formations 
incluses dans des cellules et qui seraient en relation avec 
lagent étiologique de l’infection. Dans cette catégorie de for- 
mations entrent : a) les corpuscules de Léwenstein (14) trou- 
vés dans le cytoplasme des cellules cornéennes pendant la 
kératite du lapin et dans les vésicules de l’herpés humain ; 
b) les corpuscules de Lipschiitz (145) vus également par Blanc 
et Caminopetros (46) et par Kooy (17), dans le noyau des 
cellules épithéliales ; c) les newrocorpuscules oxyphiles intra- 
nucléaires de Levaditi, Harvier et Nicolau (18), véritables 
inclusions semblables aux corps de Joest-Degen de la maladie 
de Borna, et identifiables aux formations décrites plus tard 


(14) Léwenstew. Miinchn. med. Wochenschr., 28, 1919, p. 769. 

(15) Liescuiivz. Arch. f. Derm. u. Syphil., 436, 1921, p. 428 ; Wien. 
med. Wochen, n° 5 et n° 29, 1921. 

(16) Banc et Caminorerros. C. R. Soc. biol., 84, 1921, p. 629. 

(17) Kooy Kuin. Monatsbl. f. Augenhlk., 66, 1921, p. 81. 

(18) Levapit1, Harvier et Nicoxav. C. R. Soc. biol., 84, 1921, p. 524. 
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par Goodpasture et Teague (49), par Cowdry et Nicholson (20), 
par Le Févre de Arric (21), etc. ; d) les « minute bodies » de 
Da Fano (22), trés petits corpuscules situés dans le cytoplasme 
des neurones ou méme en dehors des cellules nerveuses ; @) 
les « parasites » de Lowenthal (23), trouvés par auteur dans 
le cytoplasme des cellules épithéliales de la cornée et qu'il a 
cru pouvoir rapprocher & des microsporidies ; /) les Newro- 
cystts herpetii de Levaditi et Schoen (24), du cytoplasme des 
neurones de la corne d’Ammon du lapin ; g) les imeclusions 
oxyphiles décrites par P. Guiraud et Thomas (25) dans le cyto- 
plasme des cellules de Matpighi dans un cas d’herpés récidi- 
vant tégumentaire chez ’homme ; h) les formations diverses 
trouvées par Alberca-Lorente (26) dans les monocytes et les 
fibroblastes d’infiltration et dans le cytoplasme ou dans les 
noyaux des neurones ; 7) des formations semblables aux corps 
de Guarmeri dans lépithélium cornéen des lapins, ou dans 
lépithélium cutané de homme, décrites par Watanabe (27) 
et dont lauteur peut provoquer également l’apparition avec 
des injections locales de toxines microbiennes, etc. Si on laisse 
de cété les formations dues aux artefacts, aux processus de 
dégénérescence ou de phagocytose (débris nucléaires, restes 
de cellules englobées dans le cytoplasme, hématies phagocy- 
tées, mitochondries, pigments, etc.), on peut rattacher ce qui 
reste de toutes ces « inclusions herpétiques », & deux sortes 
de formations : 4° inclusions nucléaires (neurones, cellules 
ghales, épithéhum cornéen) ; et 2° inclusions cytoplasmiques 
(neurones, 6pithélium cornéen ou cutané). Nous relatons ici 
nos constatations concernant les inclusions trouvées dans les 
neurones cérébraux du lapin mort d’encéphalite herpétique 


(19) GooppastuRE et Tuacur. J. of Med. Res., 44, 1923, p. 121 ; Goon- 
PASTURE. Am. J. of Path., 1, 1925, p. 1; 3, 1927, p. 396. 

(20) Cowpry et Nicnorson. J. of. Exp. Med., 38, 1923, p. 691. 

(21) Le FEvre pe Arnric. C. R. Soc. biol., 88, 1923, p. 1230. 

(22) Da Fano. J. of Path. a Bact., 26, 1923, p. 85. _ 

(23) Lonwentnan (W.). Zentralbl. f. Bakt., 404, 1927, p. 396. 

(24) Levanrri (C.) et Scorn (R.). C. R. Soc. biol., 96, 1927, p. 959. 

(25) Gurraup (P.) et Tomas (A.-J.). C. R. Soc. biol., 99, 1928, p. 507. 

(26) Atperca-LorentEe (R.). Estudio histopatologico de la encefalitis 
experimental, Thése,. Madrid, 1928. 


(27) Watanabe (H.). Zentralbl. f Bakt., 446, 1930, p. 88 ; 449, 1981, 
p. 3165. 
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expérimentale, et croyons pouvoir affirmer d’ores et déja, que 
les inclusions qui prennent naissance dans d’autres cellules 
(cellules gliales, épithélium cornéen ou cutané), ont exacte- 
ment la méme signification et suivent les mémes étapes dans 
leur formation que celles qui se trouvent dans le noyau ou 
dans le protoplasma des cellules nerveuses (28). 


1° IncLusions NucLéaiREs. — Chez le lapin mort d’encépha- 
lite herpétique, les noyaux de nombreuses cellules nerveuses 
‘du cerveau renferment des masses granuleuses disposées sous 
forme d’ilots ou remplissant de facon plus ou moins totale le 
noyau, et qui furent interprétées par les auteurs comme de 
TPoxychromatine dégénérée. Ainsi que nous l’avons montré plus 
haut, ces masses ne sont pas autre chose que de véritables 
colonies d’inframicrobes herpétiques, constituées par de trés 
nombreux éléments bacilliformes, bien individualisés partfois. 
Dans certains noyaux ainsi parasités, on voit, & un moment 
donné, au sein de la masse des germes, quelques-uns de ces 
éléments se grouper en formations plus serrées, s’agglutiner ; 
les formations qui en résultent deviennent de plus en plus com- 
pactes, se colorent de maniére plus foncée, et on finit par ne 
plus y distinguer chaque germe séparément. Au sein du méme 
noyau, deux, trois, quatre corpuscules peuvent se former de 
la sorte, & contour plus ou moins irrégulier, se colorant de 
facon plus intense que les inframicrobes individualisés envi- 
ronnants ; ces corpuscules deviennent de plus en plus arron- 
dis, sphériques ou ovalaires, les éléments inframicrobiens qui 
les constituent apparaissent soudés de plus en plus intime- 
ment ; l’affinité tinctoriale change petit & petit pour arriver 
& étre complétement éosinophile et un halo tend a séparer 
Vinclusion ainsi formée au sein de la masse des germes (fig. 9). 
Au stade actuel de nos investigations, nous ne croyons pas 
que la chromatine nucléaire soit nécessaire & la formation des 
inclusions. Ces formations sont, @ notre avis, constituées par 
des infragermes agglutinés, dégénérés et soudés en corpus- 
cules arrondis, de dimensions variant de 1 4 4-5 p, a affinaté 


(28) Nicotau (S.). CG. R. Soc. biol., 126, 1937, p. 326. 
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éosinophile marquée et entourée ou non d'un halo qui les 
sépare des éléments inframicrobiens environnants. Partois, 
tous les germes contenus dans un noyau s’agglutinent et se 
soudent en un ou plusieurs corpuscules plus ou moins volumi- 
neux et qui deviennent éosinophiles par la suite. Tout se passe 
comme si les germes, ayant pullulé et produit de riches colo- 
nies intranucléaires, se trouvent tout d’un coup dans un mi- 
lieu qui, ayant changé de qualité, ne se préte plus a leur cul- 
ture. Le milieu cellulaire, changé progressivement au cours de 
Vinfection, tendrait & se comporter & un moment donné, a 
l’égard des inframicrobes herpétiques, comme un sérum anti- 
microbien in vitro vis-d-vis du microbe homologue : les infra- 
microbes sont agglutinés et perdent ainsi leur individualité et 
leur agressivité ; ils dégénérent par la suite, se soudent et 
fondent en masses compactes, perdent leur affinité tinctoriale 
et, trés vraisemblablement, les inclusions qui en résultent 
sont constituées par des infragermes morts. Ces formations 
peuvent se trouver incluses dans le noyau au sein des masses 
de germes encore vivants et d’aspect morphologique normal, 
ainsi que nous l’avons montré précédemment ; l’expérience 
de Baumgartner (29), qui a réussi 4 infecter la cornée de 
lapins neufs en utilisant comme matériel infectieux des inclu- 
sions herpétiques isolées de kératites expérimentales, s’expli- 
que par le fait que ces inclusions étaient souiilées par les ger- 
mes qui les entouraient. Que les inclusions devenues franche- 
ment éosinophiles [inclusions « matures » de Rector (30)] 
soient dépourvues d’éléments pathogénes, cela nous parait 
évident, car, rappelons-le, nous avons signalé déja depuis 
longtemps la présence de nombreuses inclusions typiques de 
Borna {corpuscules de Joest-Degen] (81) ou de rage [corpuscu- 
les de Negri] (82) dans le systéme nerveux d’animaux morts 
de la maladie expérimentale, mais sans virus dans le névraxe 
[{neuro-infections autostérilisables de Levaditi] (83) ; en outre, 


(29) BaumGARTNER (G.). Schweitz. med. Wochenschr., 65, 1935, p. 759. 

(30) Rector (L.-E.) et Rector (E.-J.). Am. j. Path., 9, 1933, p. 587. 

(31) Niconau (S.) et Gattoway (I.-A.). C. R. Soc. biol., 99, 1928, p. 674. 

(382) Nicorau (S.), Maruis (C.) et Consrantinesco (Val.). Ces Annales, 
50, 1933, p. 778 (Remlinger avait vu également des cas semblables). 

(33) Levapiti (C.), Sancnis-Bayarri et Remre. Ces Annales, 44, 1927, 
p. 1292. 
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Birch-Hirschfeld a prouvé que les inclusions d’ectromélie imfec- 
treuse, prélevée par microdissection, se montrent avirulentes 
si on les inocule a des animaux neuts (34). 


Gp CONS TAN TIM, 


Fic. 9. — Neurones cérébraux de lapins morts d’encéphalite herpétique expéri- 
mentale; les noyaux sont parasités par des inframicrobes herpétiques. Stades 
successifs de la formation des inclusions; a, neurone dont le contenu du 
noyau est constitué par de nombreux inframicrobes; b, au sein de la masse 
des germes, quelques éléments ont tendance a s’agglutiner; c, agglutination 
de germes en trois points différents de la masse d’inframicrobes; d, on dis- 
tingue mal dans les agglutinats les germes qui perdent leur individualité et 
leur intégrité morphologique; e. un gros corpuscule (pré-inclusion) constitué 
par des germes agglutinés, entouré dinframicrobes libres; /, autour d’un 
corpuscule résultant de l’agglutination des germes (1), il se forme un halo; 
g, quatre corpuscules issus de l’agglutination et de la fonte des germes; 
h, deux corpuscules (4 et 2) constitués par des germes agelutinés et soudés, 
et qui n’ont pas encore l’aspect homogéne d’inclusion éosinophile du_ troi- 
siéme corpuscule (3); 7, belle inclusion herpétique entourée de halo; j. six 
inclusions éosinophiles, homogénes, issues de l’agglutination, la dégénéres- 
cence et la fonte d'inframicrobes. Dessin légérement schématisé. 


(34) Brrcn-Himscuretp (L.). Zentralbl. f. Bakt., 429, 1933, p. 274. 
Annales de UInstilut Pasleur, t. 60, n° 4, 1938. 28 
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2° IncLusions CyYTOPLAsMIQUES. — Ainsi que nous l’avons: 


vu plus haut, on peut mettre en évidence des inframicrobes 
herpétiques dans le cytoplasme des neurones. Ces germes 
peuvent étre dispersés dans le protoplasma ou bien amassés 
en formations & contour et dimensions variables. Les inclu- 
sions herpétiques cytoplasmiques, bien que de beaucoup plus: 
rares que les inclusions nucléaires, prennent naissance par le 
méme mécanisme que dans le noyau : les germes s’aggluti- 
nent, se soudent en blocs dont le contour s’arrondit, et les 
corpuscules qui en résultent, de dimensions variables (de 1 
a 6-7 ») tendent A devenir de plus en plus éosinophiles, rap- 
pelant par plus d’un caractére les corps de Négri (33). $i, 
dans la constitution d’une inclusion volumineuse, contribuent, 
par coalescence, plusieurs petites formations arrondies issues 
de la suture et de la fonte des germes, on distinguera & son 
intérieur plusieurs centres de superposition des inframicrohes, 
et, grace a la différence d’intensité de la dégénéreScence oxy- 
phile subie par la périphérie et par le centre des formations 
constituantes, on aura l’impression d’une structure interne 
complexe, comme dans les corps de Négri. Nous reviendrons 
prochainement sur le mécanisme de la formation de ces der- 
niéres inclusions qui caractérisent la rage, mécanisme sem- 
blable en plus d’un point a celui qui préside a la formation 
herpétique. Ajoutons que les formations décrites par Levaditi 
et Schoen (loc. cit.) sous le nom de Neurocystis herpetwu dans 
les neurones de la corne d’Ammon des lapins morts d’encé- 
phalite herpétique expérimentale, de méme que celles trou- 
vées par Guiraud et Thomas (loc. cit.) dans la peau humaine 
atteinte d’herpés récidivant, sont, & notre avis, des inclusions 
herpétiques ayant pris naissance dans le cytoplasme cellulaire 
selon le mécanisme précisé plus haut. 


* 
* * 


Les inclusions apparaissent tard dans le tissu du lapin in- 
fecté avec l’herpés, quelques jours seulement aprés l’inocula- 


(35) Herzperc (K.). (Kl. Wochenschr, 15, 1936, p. 1385) a constaté 
que les corps de Guarnieri (vaccine) et les corps de Bollinger (variole 
aviaire) sont constitués également par des groupements de germes. 


2 
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tion ; elles n’existent pratiquemment jamais chez les animaux 
morts le troisitme jour aprés l’introduction du virus dans le 


1100 
a 


& CONSTANTIN 


Fie. 10. — Neurones cérébraux de lapins morts d’encéphalite herpétique expé- 
rimentale; le cytoplasme renferme des germes herpétiques : a, b et c, virus 
disséminé dans le protoplasme; d, amas de germes a un pole de la cellule; 
e et f, germes intracytoplasmiques agglutinés en {formation sphérique !(a 
remarquer également les inclusions nucléaires, petites, entourées de halo); 
g, formations sphériques (pré-inclusions) constituées par des germes agelu- 
tinés, dans le noyau (1, 2, 3 et 4) et dans le cytoplasme (6), et inclusions 
éosinophiles homogénes, intranucléaires, entourées de halo (5); h et 7, corpus- 
cules ronds intracytoplasmiques, formés par des germes agglutinés et soudés; 
7, corpuscule volumineux (1) issu de l’agglutination, de la soudure et du 
commencement de fonte des inframicrobes et deux inclusions homogénes 
(2 et 3) entourées de halo; 4, inclusion cytoplasmique herpétique, homogéne, 
résultant de la dégénérescence et de la fonte des germes en un corpuscule 
rond, unique. 
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cerveau. Or, comme Doerr (36) et Magrassi (37) l’ont montré 
dans l’immunité « liée A Vinfection » et dans Pimmunité « vers 
la surinfection », les anticorps antiherpétiques commencent 
A prendre naissance dans l’organisme du lapin dés le troi- 
siéme ou le quatriéme jour qui suit Vinfection. A notre avis, 
ce sont précisément les anticorps tissulaires qui changent le 
milieu cellulaire et qui tendent a4 empécher les inframicrobes 
de pulluler, en déterminant la formation des inclusions, 
d’aprés le mécanisme que nous avons suivi morphologique- 
ment au miscrocope. Ainsi que l’un de nous l’a montré précé- 
demment (88), ensemble de ces faits et de ces interpréta- 
tions a une portée qui dépasse le cadre de Vinfection herpé- 
tique. En effet, en étayant — en partie au moins — sur des 
faits concrets d’observation morphogénétique, l’opinion an- 
cienne de Babés, qui voyait dans les inclusions (rage) un 
moyen de défense de la cellule, nous excluons l’interprétation 
des auteurs qui considérent les inclusions comme des stades 
du cycle évolutif d’un protozoaire.; d’ailleurs, nos travaux 
antérieurs sur la morphogénése des corps de Négri (39), ainsi 
que les recherches concluantes de Marinesco sur l’absence de 
chromatine nucléaire dans ces mémes inclusions rabiques, ne 
permettaient déja plus cette interprétation. 

Nous avons ainsi l’explication du fait générique que les 
inclusions apparaissent d’habitude dans les cellules qui réagis- 
sent vigoureusement et qui gardent l’aspect normal [rage (40), 
herpes, maladie de Borna (41), maladie de Carré (42), fiévre 
jaune (43), maladie d’Aujeszky (44), ctc.], dans des cellules qui, 
par conséquent, se défendent contre l’action nocive des germes. 


(36) Dorrr (R.). Cité d’aprés Magrassi, Zeitschr. f. Hyg., 447, 1935, 
p. 573. 
(37) Macrassi (FI.). Boll. Ist. Sieroterap. Milan, 44, 1935, p. 773. 

(38) Nrcotau (S8.). C. R. Acad. des Sc., 205, 1987, p. 753. 

(39) Nicozau (S.) et Kopciowska (L.). Ces Annales, 53; 1934, p. 487. 

(40) Nrcozau (S.) et Kopciowsxka (L.). Loc. cit. 

(41) Nicorav (S.), Gattoway (I. A.) et Dimayesco (O.). C. R. Soc. biol., 
99, 1928, p. 674. 

(42) Nicorau (S.). C. R. Soc. biol., 119, 935, p. 269. 

(43) Nicorau (S.), Kopciowsxa (L.) et Marais (M.). Ces Annales, 53, 
1934, p. 455. 

(44) Nicotau (S.), Cruvetturer (L.) et Kopciowsxa (L.). C. R. Soc. 
biol., 129, 1937, p. 756. 
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Nous nous expliquons aussi, par la sensibilité différente des 
animaux et par l’aptitude individuelle inégale a la défense vis- 
a-vis d’un germe donné, pourquoi chez un animal, il y a de 
trés nombreuses inclusions, et chez un autre de trés rares 
(maladie de Carré, fiévre jaune, etc.) ; nous comprenons pour- 
quoi un chien mort de la maladie du jeune Age est bourré 
d’inclusions dans presque tous les tissus, tandis qu’un autre 
nen a pratiquement pas. Nous pouvons nous expliquer éga- 
lement pourquoi le virus rabique fixe, trés agressif pour les 
neurones encéphaliques, y provoque l’apparition de rares 
corps de Negri, tandis que le virus des rues, adapté au syst8me 
nerveux périphérique (45), en produit de trés nombreux. Par 
la qualité intrinséque de chaque souche de virus rabique des 
rues, nous comprenons pourquoi une souche donnée produit 
toujours des inclusions volumineuses, tandis qu'une autre ne 
provoque l’apparition que d’inclusions toujours petites, de 
méme qu’une souche microbienne déterminée (typhique, dy- 
sentérique, etc.) donne avec le sérum agglutinant homologue 
des floculats volumineux, tandis qu'une autre souche du méme 
microbe « agglutine mal » (46). 

On pourrait se demander pourquoi les animaux succombant 
aux maladies a ultravirus ont alors des inclusions qui témoi- 
gnent pourtant de la résistance cellulaire. Nous croyons que ces 
animaux meurent précisément par l’altération profonde des 
cellules qui n’ont pas pu provoquer la formation d’inclusions, 
toutes les cellules ne pouvant pas se défendre avec un égal suc- 
cés a l’égard des inframicrobes envabissants. 


(45) Nicotau (S.) et KopciowsKa (L.). Ces Annales, 1935, suppl. n° 
comm. sur la rage, 25 octobre, p. 108-126. 

(46) Il est intéressant de mentionner ici le phénoméne décrit récem- 
ment par M. Carpano (Arch, ital. Anat. e Istol. patol., 7, 1936, p. 30) 
et qui posséde certains cétés de ressemblance avec le mécanisme de la 
genése des inclusions 4 ultravirus, tel que nous l’envisageons ; l’auteur 
italien étudie la morphogénése des globi Iépreux et constate que ces 
formations prennent naissance en partant des bacilles lépreux qui s’ag- 
glutinent, se soudent et se fondent en engendrant ainsi des corpuscules 
arrondis et de dimensions variables. A l’encontre de ce qui se passe 
avec les germes herpétiques au cours de la genése des inclusions, le 
phénoméne étudié par Carpano a lieu en dehors des cellules. Les photo- 
micrographies publiées par cet auteur rappellent en plus d’un point 
le mécanisme de la formation des inclusions 4 ultravirus, tel que nous 
le relatons dans le présent mémoire. 
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CONCLUSIONS. 


i° Colorées avec la méthode au bleu de méthyle oxalaté en 
solution hydro-alcoolique glycérinée —fuchsine acide, les cou- 
pes de cerveau de lapins morts d’encéphalite herpétique expeéri- 
mentale montrent dans le noyau des neurones et des cellules 
cliales des « masses granulaires » constituées par de trés nom- 
breux éléments d’aspect microbien en forme de batonnet. Ce 
sont, & notre avis, de vraies colonies de germes herpétiques. 
Les dimensions de ces germes seraient de 0 »p 1 a 0 » 2 sur 
0 mu 3a0 mp5 environ ; elles concordent avec les dimensions 
précisées par l’ultrafiltration ou par l’ultracentrifugation. 

2° Dans le cerveau des lapins morts d’encéphalite herpétique 
expérimentale, Vinframicrobe herpétique peut étre mis en évi- 
dence également dans le cytoplasme des neurones et des cellules 
gliales, ainsi que dans le protoplasma de rares cellules endo- 
théliales qui tapissent des capillaires et dans le cytoplasme de 
rares cellules monocytaires d’infiltration méningée ou paren- 
chymateuse. 

3° Aprés Vinsertion du virus herpétique dans la cornée sca- 
rifiée du lapin, on peut trowver Vinframicrobe dans le noyau 
et dans le cytoplasme des cellules de l’épithélium cornéen de 
recouvrement ; il s’y présente de la méme maniére que dans 
les neurones encéphaliques. Le virus inoculé dans le derme de 
la région métatarsienne de la plante du cobaye, se développe 
sous forme de colonies intranucléaires dans les cellules malpi- 
ghiennes. 

4° Des constatations analogues ont été faites sur la peau hu- 
maine atteinte de zona zoster : les inframicrobes zonateux, mor- 
phologiquement semblables aux inframicrobes herpétiques, cul- 
tavent et forment de véritables colonies dans le noyau des cel- 
lules épithéliales de la couche de Malpighi. 

3° L’inoculation d’inframicrobes herpétiques dans un nerf 
périphérique, permet de mettre en évidence de nombreux pe- 
tits éléments d’aspect microbien entre les fibres nerveuses, & 
Vintérieur de ces fibres autour des cylindraxes et dans ces 
dermers éléments méme. A une phase avancée de la maladie 
ou 4 la mort des animaux infectés par cette voie, on constate 
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une résolution de nombreux cylindraxes, en laniéres consti- 
tuées par des éléments bacilliformes semblables A ceux trouvés 
dans le noyau ou dans le cytoplasme des neurones encépha- 
liques. Nous pensons que ces corpuscules bacilliformes peuvent 
étre des inframicrobes herpétiques, quoique, au stade actuel 
‘de nos investigations, il nous est impossible de 1’affirmer avec 
Ja certitude voulue. 

6° Les inclusions herpétiques intranucléaires (neurones 
encéphaliques, cellules de |’épithélium cornéen) prennent nais- 
sance au sein des colonies d’inframicrobes, par agglutination, 
dégénérescence, fusion et fonte d’un certain nombre de ces ger- 
mes. Les corpuscules qui en résultent, inclus parfois dans la 
masse des germes, deviennent petit a petit éosinophiles et 
tendent & s’isoler du milieu environnant, en s entourant d’un 
halo. 

Les inclusions cytoplasmiques (neurones, cellules épithé- 
liales de la peau ou de la cornée, etc.) prennent naissance éga- 
lement par agglutination, en corpuscules plus ou moins volu- 
mineux, des germes qui se trouvent dans un milieu cellulaire 
devenu peu propice & leur pullulation, en quoi, l’inclusion 
traduit un état de résistance de la cellule. 


CONTRIBUTION A L’ETUDE 
DE L’ALLERGIE TUBERCULINIQUE CHEZ L’ENFANT 


Par R. CHAUSSINAND. 


(Institut Pasteur de Saigon.) 


En 1930, C. Guérin a expérimentalement démontré l’exis- 
tence, dans l’espéce bovine, d’un stade initial de Vinfection 
tuberculeuse, pendant lequel le bacille de Koch peut vivre a 
Vétat de véritable parasite inoffensif, ne provoquant chez le 
porteur ni troubles pathologiques, ni allergie tuberculinique. 
Depuis, C. Guérin a insisté & plusieurs reprises sur ce qu’il 
nomme le stade parasitique de Vinfection tuberculeuse [4]. 
Tout récemment, F. Bezancon et ses collaborateurs, dans un 
travail trés intéressant, ont attiré l’attention sur le fait, déja 
connu, mais peu étudié, que des enfants pouvaient rester en 
contact intime avec des tuberculeux contagieux pendani de 
longues années et souvent dans des conditions d’hygiéne 
déplorables, sans présenter par la suite des signes cliniques 
ou radiologiques de tuberculose, ni méme des réactions posi- 
tives a la tuberculine [2]. 

Déja de 1928 a 1931, lorsque nous étions assistant a la cli- 
nique infantile de notre maitre P. Rohmer, nous nous inté- 
ressions 4 la question de l’allergie tuberculinique [3] et depuis 
nous avons continué ces études a l'Institut Pasteur de Saigon. 
En 1933, notamment, nous avons formé un petit service de 
vaccination par le BCG, qui nous a permis jusqu’aé présent de 
rechercher la sensibilité 4 la tuberculine chez 1.298 enfants, 
agés de un mois a quinze ans. 

L’allergie tuberculinique présentant ces derniers temps un 
regain d’actualité, il nous parait indiqué de faire connaitre 
les constatations que nous avons pu noter a ce sujet, ainsi que 
quelques observations qui montrent certaines analogies avec 
les cas cités par F. Bezancon et ses collaborateurs [2]. 
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Pour les recherches de la sensibilité tuberculinique, nous 
éprouvons d’abord chaque consultant par une cuti-réaction, 
elfectuée d’aprés la technique suivante : 


La cuti-réaction se fait sur la face interne de l’avant-bras gauche. 
Aprés un nettoyage énergique de la peau A 1’éther pendant une demi- 
minute, on pratique d’abord la scarification-témoin. Ensuite, on dépose 
II gouttes de tuberculine brute de ]’Institut Pasteur de Paris, l’une 
3 centimétres au-dessus, l’autre 3 centimétres au-dessous de la scarifi- 
cation-témoin et on scarifie 4 nouveau la peau a travers chaque goutte. 
Les scarifications ne doivent pas saigner et se font en forme de croix 
(longueur 3 millimétres environ). On place alors sur chaque goutte de 
tuberculine quelques fibres de coton hydrophile stérilisé, de maniére a 
absorber la plus grande partie de la tuberculine et on recouvre chacune 
des trois scarifications d’une bande assez large de « leucoplaste » en 
évitant d’appuyer sur les places oti se trouvent les gouttes de tubercu- 
line. Ces bandes de « leucoplaste » ne sont enlevées, avec un peu 
d’éther, qu’aprés vingt-quatre heures, au moment de la premiére lec- 
ture. La deuxiéme lecture, la plus importante, se fait apres quarante- 
huit heures. 


Nous avons adopté cette technique, qui est une combi- 
naison de la cuti-réaction de Pirquet et de la réaction percu- 
tanée de Moro-Hamburger, parce qu’elle se montre plus sen- 
sible que la technique habituellement employée. Cette plus 
erande sensibilité est surtout appréciable dans les recherches 
de l’allergie chez les vaccinés par le BCG qui ne présentent le 
plus souvent qu’une allergie tuberculinique faible. 

Quand cette cuti-réaction se révéle négative chez les enjunts 
de milieu non tuberculeux, nous pratiquons directement, une 
semaine plus tard, une intradermo-réaction a 1 centigramme 
de tuberculine brute. Par contre, quand elle est douteuse ou 
lorsqu’elle se montre négative chez les enfants de milieux 
suspects ou tuberculeux, nous éprouvons d’abord les sujets par 
une intradermo-réaction & 2 milligrammes, avant d’employet 
la réaction de Mantoux a 41 centigramme. Pour éviter de 
longues explications, nous indiquons dans les deux tableaux 
ci-contre les régles que nous nous sommes fixées pour les 
recherches de l’allergie. 

En procédant ainsi, nous n’avons jamais observé chez nos 
sujets sensibles & la tuberculine la moindre réaction générale 
ou focale, bien que nous ayons effectué personnellement a 
Saigon 2.049 cuti-réactions et 1.817 intradermo-réactions. Nous 
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n’avons: employé qu’exceptionnellement pour les réactions 
de Mantoux des doses de tuberculine plus fortes que le centi- 
cramme, Plusieurs essais faits avec 2 centigrammes ne nous 
ont pas donné en pratique de résultats plus précis que la 
réaction de Mantoux a 4 centigramme et cela méme dans la 
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vaccination par le BCG, oti la sensibilité tuberculinique ne se 
développe pourtant que d’une maniére peu intense. 
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I. — ALLERGIE TUBERCULINIQUE 
DUE AU BACILLE DE Kocw VIRULENT. 


Sur 1.298 enfants ainsi examinés, 748 ont réagi a la tuber- 
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tuberculine, c’est-d-dire infectés par du bacille de Koch, nous 
a permis de faire les constatations suivantes 

Les enfants européens, annamites et métis réagissent a 
Vinfection tuberculeuse, en ce qui concerne l’allergie tuber- 
culinique, de facon absolument identique. En outre, les réac- 
tions positives se sont montrées & Saigon en tout point sem- 
blables A celles que nous avions pu observer & la clinique 
infantile de Strasbourg. 

Dans les infections tuberculeuses évolutives, lallergie appa- 
rait en général précocement. Dans quelques cas ot le contact 
infectant a pu étre supposé avec des probabilités sulfisantes, 
nous avons trouvé l’intradermo-réaction & 4 centigramme 
positive, deux semaines aprés cette contamination probable 
et le virage de la cuti-réaction a eu lieu quelquefois une a 
deux semaines plus tard. 

Dans les infections tuberculeuses non évolutives, Vintra- 
dermo-réaction & 41 centigramme est également positive avant 
la cuti-réaction, mais apparition de la sensibilité tuberculi- 
nique est moins précoce. Néanmoins, la cuti-réaction devient 
en général positive dans les deux mois qui suivent le contact 
supposé infectant. 

I’allergie, arrivée au stade de cuti-réaction positive, est 
restée chez les sujets examinés au méme degré d’intensité 
pendant toute la durée de nos observations. Nous n’avons 
jamais vu une cuti-réaction positive devenir négative, sauf 
dans la rougeole et plus rarement dans la coqueluche et dans 
la scarlatine. Mais dans ces cas, il ne semble pas s’agir J’ une 
anergie vraie, puisque l’emploi d’intradermo-réactions a fortes 
doses de tuberculine permet généralement d’obtenir des réac- 
tions allergiques positives. Contrairement A certains auteurs, 
nous n’avons jamais vu une méningite tuberculeuse ou une 
granulie transformer une cuti-réaction positive en négative. 

Mais dans les infections tuberculeuses non évolutives, nous 
avons eu plusieurs fois l’occasion de constater des virages de 
la cuti-réaction trés tardifs. Nous ne citerons A ce sujet que 
Vobservation la plus typique : 


Francette H..., A4gée de huit ans, métisse franco-annamite, nous est 
amenée, aprés la mort de sa mére, décédée de tuberculose pulmonaire 
bilatérale. Cette enfant s’est trouvée en contact intime pendant plu- 
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sieurs années avec sa mére, contagieuse, et provient d’un milieu ov 
les regles les plus élémentaires d’hygiéne ne sont guére respectées. Elle 
n’a pas été vaccinée au BCG a sa naissance. A l’examen, cette enfant 
présente un bon état général. La cuti-réaction se montre négative, ainsi 
qu’une intradermo-réaction A 2 milligrammes, mais la réaction de Man- 
toux a 1 centigramme est faiblement positive. Des cuti-réactions sont 
effectuées par la suite réguliérement tous les mois, et ce n’est que sept 
mois plus tard, sans causes apparentes, que le virage de la cuti-réaction 
a lieu. Un examen clinique et radiologique pratiqué A ce moment ne 
révéle rien de particulier. A noter que depuis la mort de la mére, il 
n’y a pas de tuberculeux connus dans l’entourage de |’enfant. 


Donc, bien que cette fillette ait vécu en contact intime, 
pendant plusieurs années, et cela dans de trés mauvaises con- 
ditions d’hygiéne, avec sa mére atteinte de tuberculose pul- 
monaire grave, elle ne réagit que faiblement 4 1 centigramme 
de tuberculine intra-dermique et ce n’est que sept mois plus 
tard qu’elle devient sensible 4 la cuti-réaction. Le virage de 
la cuti-réaction peut donc, dans certains cas, survenir d’une 
facon trés tardive. 

Nous avons méme pu suivre une fillette chez laquelle une 
allergie nette a disparu complétement et cela sans causes 
apparentes : 


Jeanne C..., de race européenne, dgée de treize ans et demi, vit dans 
un milieu non tuberculeux, mais de conditions peu aisées. Elle n’a pas 
été vaccinée par le BCG a sa naissance. Cette fillette nous est amenée 
parce qu’elle a été en contact intermittent pendant deux mois avec une 
jeune fille métisse venant de mourir de tuberculose pulmonaire. A 
Vexamen, l’enfant présente un état général excellent. Elle est comple- 
tement formée et se trouve réglée depuis l’age de onze ans, ce qui est 
relativement fréquent chez les petites Européennes ayant vécu de nom- 
breuses années en Indochine. Les recherches de l’allergie tuberculinique, 
exécutées & une semaine d’intervalle, montrent une cuti-réaction néga- 
tive. L’infiltration a un diamétre de 3 centimétres et le centre est vési- 
culeux. Cette réaction — la plus forte que nous ayons pu observer a 
Saigon — persiste pendant cing jours et laisse une pigmentation consé- 
cutive qui reste visible pendant dix jours. A noter que cette forte réac- 
tion n’a provoqué aucun malaise chez ]’enfant. L’examen clinique et 
radiologique ne montre rien de suspect. Dans le but de déceler la date 
du virage de la cuti-réaction, cette fillette subit régulitrement tous ies 
mois un examen. Six mois plus tard, la cuti-réaction est encore fran- 
chement négative. Mais comme cette enfant doit rentrer dans un mois 
en France et qu’elle ne reviendra plus 4 la colonie, nous lui faisons 
une réaction de Mantoux a 1 milligramme pour chercher 4 nous rendre 
compte si sa sensibilité 4 la tuberculine a augmenté d’intensité. A notre 
stupéfaction, le résultat est nettement négatif. Deux intradermo- 
réactions A 1 centigramme et une a 2 centigrammes, exécutées a une 
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semaine d’intervalle, sont également négatives. On n’observe méme 
pas de rougeurs ou de pigmentations consécutives. A noter qu’a chaque 
séance de recherche de l’allergie, nous employons un nouveau flacon de 
tuberculine brute et que chaque flacon sert a l’examen de la sensibilité 
tuberculinique chez plusieurs enfants, ainsi qu’au controle de l’allergie: 
post-vaccinale chez des sujets prémunis par le BCG. 


Nous sommes donc en présence d’une fillette Agée de treize 
ans et demi qui s’est trouvée en contact intermittent pendant 
deux mois avec une bacillaire gravement atteinte et qui réagit 
fortement & une réaction de Mantoux a 1 centigramme. Six 
mois et demi plus tard, non seulement la cuti-réaction n'est 
pas encore positive, mais méme l’intradermo-réaction a 
2 centigrammes est devenue nettement négative et cela avec 
un état général qui s’est maintenu parfait pendant toute la 
période d’observation. Cette fillette s’est comportée d’une 
facon analogue @ ce que nous constatons fréquemment chez 
des enfants vaccinés au BCG per os, ot, comme nous le 
verrons plus loin, l’allergie n’est quelquefois sensible qu’au 
centigramme de tuberculine intradermique et disparait défini- 
tivement au bout d’un temps plus ou moins long. S’agit-il 
chez cette fillette d’une trés légére atteinte par le bacille de 
Koch qui aurait guéri entiérement au bout de quelques mois » 
Cette hypothése réalisée expérimentalement dans l’espéce: 
bovine par Calmette et Guérin nous parait la plus plausible. 

En nous basant sur les données que nous ont fournies nos 
observations, nous croyons pouvoir formuler les conclusions 
suivantes en ce qui concerne lallergie tuberculinique due au 
bacille de Koch virulent : 

Dans lVinfection tuberculeuse, l’allergie peut étre mise en 
évidence par une réaction de Mantoux a 4 centigramme de 
tuberculine brute avant que la cuti-réaction ne se manifeste. 

La période qui s’écoule entre cette réaction de Mantoux A 
1 centigramme positive et le virage de la cuti-réaction est plus 
ou moins longue. Elle peut varier entre une-semaine et au 
moins sept mois. Cette variation est probablement en rapport 
avec la gravité de linfection et avec Ja résistance plus ou 
moins grande de |’individu infecté. 

Une cuti-réaction positive semble devoir se maintenir posi- 
tive chez enfant. Elle subit tout au plus une légére éclipse 
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dans la rougeole et quelquefois dans Ja coqueluche et dans la 
scarlatine. Par contre, une allergie décelable seulement par 
une intradermo-réaction & 1 centigramme peut disparaitre 
complétement sans qu’intervienne une maladie intercurrente 
quelconque, faits déja constatés chez les animaux de Lespéce 
bovine par Calmette et Guérin. 

En pratique, il semble done utile au point de vue diagnostic 
de faire suivre une cuti-réaction négative d’intradermo-réac- 
tions jusqu’a 1 centigramme de tuberculine brute. En outre, 
les notions d’allergie, d’anergie et de période préallergique, 
ou antéallergique, seraient a préciser. Encore actuellement, 
certains auteurs considérent comme anergique un enfant ne 
réagissant pas a 0 milligr. 1 de tuberculine intradermique et 
calculent la période préallergique a4 partir de la date supposée 
du contage jusqu’a l’apparition d’un résultat positif a la réac- 
tion de Mantoux a 0 milligr. 1 ou méme & la réaction de Pir- 
quet. Or, des sujets ne réagissant pas a 0 milligr. 1 de tuber- 
culine intradermique peuvent trés bien étre sensibles au centi- 
gramme et rester 4 ce stade pendant plusieurs mois. I] est 
évident que ces enfants doivent étre considérés comme aller- 
giques. La période préallergique est donc en général bien plus 
courte qu’on ne l’admettait il y a quelques années. 

D’ailleurs, Vemploi réguler de la tuberculine intrader- 
mique a fortes doses ne diminue en rien la valeur de la cuti- 
réaction qui indiquera toujours le degré normal. et probable- 
ment définitif de lallergie chez la majorité des enfants 
infectés de tuberculose. Mais dans quelques cas, certainement 
moins rares qu’on ne le pense actuellement, la réaction de 
Mantoux a 1 centigramme permettra un dépistage plus pré- 
coce de la tuberculose et fera mieux connaitre ces cas a 
allergie peu intense, qui peuvent, comme nos observations le 
démontrent, rester 4 ce stade pendant de nombreux mois. On 
pourra probablement ainsi déceler également d'autres cas 
d’infection tuberculeuse, ot cette allergie faible est méme 
susceptible de disparaitre. 
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II. — ALLERGIE TUBERCULINIQUE DUE AU BCG. 


L’étude de l’allergie post-vaccinale dans la prémunition par 
le BCG est extrémement intéressante, car elle peut nous don- 
ner des indications précieuses en ce qui concerne l’allergie due 
au bacille de Koch virulent. Le BCG, bacille atténué et absolu- 
ment inoffensif pour l’espéce humaine [4, 5] est néanmoins un 
bacille de Koch produisant de la tuberculine et pouvant provo- 
quer la sensibilité tuberculinique. Et comme, d’autre part, on 
connait dans chaque prémunition, exactement, la dose de BCG 
employée, la voie d’introduction ainsi que la date de l’admi- 
nistration du vaccin, il est non seulement possible d’étudier 
avec une trés grande précision la période préallergique et la 
durée de la sensibilité tuberculinique, mais on peut encore 
déterminer certaines données qui influent sur le processus si 
complexe de la contagion tuberculeuse dans l’espéce humaine. 

Sur les 1.298 enfants que nous avons examinés au point de 
vue allergie tuberculinique a l'Institut Pasteur de Saigon, 850 
n’ont pas réagi a 1 centigramme de tuberculine intradermique 
et ont pu étre vaccinés par le BCG. Mais il est évident que 
l'étude de l’allergie post-vaccinale ne peut étre effectuée que 
chez des sujets vaccinés, vivant 4 l’abri de toute contamination 
tuberculeuse. Des circonstances favorables nous ont permis a 
Saigon de rechercher Ja sensibilité a la tuberculine chez 296 
vaccinés, qui provenaient de milieux, le plus souvent aisés, 
certifiés absolument indemnes de tuberculose par les médecins 
des familles ou par le médecin du dispensaire antituberculeux. 
L’éventualité d’une contamination tuberculeuse pouvait donc 
étre considérée comme tout a fait exceptionnelle chez ces vac- 
cinés. 


A. ALLERGIE TUBERCULINIQUE DANS LA VACCINATION « PER OS ». 
— De ces 296 enfants prémunis, provenant de milieux absolu- 
ment indemnes de tuberculose, 128 ont recu le BCG per os. 
Nous avons pu relever chez ces vaccinés les faits suivants : 

Dans la vaccination per os, lallergie n’apparait qu’irrégu- 
lierement et le plus souvent d’une facon tardive. En outre, 
lintensité de cette allergie est généralement faible. 
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Comme dans les infections par le bacille de Koch virulent, 
Vallergie n’est tout d’abord décelable que par une réaction de 
Mantoux a 4 centigramme. Mais la période préallergique peut 
étre trés prolongée. D’aprés nos observations, elle varierait 
entre 1 et 18 mois. 

Prés de 30 p. 100 des vaccinés réagissent ainsi a 4 centi- 
gramme de tuberculine intradermique. Chez certains d’entre 
eux, l’allergie reste 4 ce faible degré d’intensité jusqu’é sa 
disparition, d’autres deviennent au bout d’un temps plus ou 
moins long sensibles 4 2 milligrammes de tuberculine, d’autres 
enfin réagiront méme & la cuti-réaction. Les pourcentages les 
plus élevés d’allergiques que nous ayons obtenus par le BCG 
buceal ont été de 46 p. 100 pour Vintradermo-réaction a 
1 centigramme et de 19,4 p. 100 pour la cuti-réaction. L’époque 
& laquelle on observe le pourcentage maximum de cuti-réac- 
tions positives (19,4 p. 100) est située entre trois et douze 
mois aprés Ja vaccination. 

Les réactions positives dues au BCG se montrent le plus 
souvent moins fortes que celles consécutives aux contamina- 
tions par du bacille de Koch virulent. Nous avons remarqué, 
en outre, que la réaction de Moro-Hamburger se révéle, en 
général, plus sensible que celle de Pirquet, mais quelques 
rares vaccinés ne réagissent qu’a la réaction de Pirquet. 

Chez les vaccinés devenus allergiques, l’intensité maxi- 
mum qu ils auront pu atteindre se maintiendra & ce degré 
un temps plus ou moins long, puis elle baissera progressive- 
ment pour disparaitre définitivement. Méme chez les enfants 
réagissant a la cuti-réaction, l’allergie déclinera au bout d’un 
certain temps, ainsi que Calmette et Guérin l’ont observé sur 
les veaux. 

La cuti-réaction deviendra négative et il faudra par la 
suite des doses de tuberculine de plus en plus fortes pour 
déceler encore chez eux l’allergie par la réaction de Mantoux. 
Trois ans aprés l’ingestion du BCG, nous n’avons plus trouvé 
de cuti-réactions positives et cing ans aprés la vaccination, 
méme la réaction de Mantoux a 1 centigramme reste négative. 

Dans les conditions de nos observations, il apparait donc 
que la prémunition par le BCG buccal ne rend qu environ 
50 p. 100 des vaccinés sensibles a la tuberculine. Faut-il en 
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déduire que les enfants ne réagissant pas 4 la tuberculine 
n’ont retenu aucun bacille > Nous ne le pensons pas. Il est 
bien peu probable qu’avec la grande quantité de germes 
ingérés (3 centigrammes), il puisse y avoir des sujets qui 
n’auraient pas retenu de BCG. Nous croyons plutét qu’il faut 
un minimum de bacilles fixés dans l’organisme et associés a 
un terrain réceptif pour que l’allergie se manileste et que 
Vintensité de l’allergie, quand elle se développe, dépend éga- 
lement de ces deux facteurs. Signalons a ce sujet qu'il ne 
parait pas possible d’augmenter le nombre des allergiques 
apres la vaccination per os en faisant ingérer des quantités 
plus fortes de BCG. Les résultats que nous avons notés, aussi 
bien chez les nouveau-nés que chez les enfants plus agés, 
semblent démontrer que la faculté d’absorption de BCG par 
lintestin et par son systéme lymphatique est limitée et que 
Vingestion de 6 centigrammes, par exemple, donne au point 
de vue allergie des résultats sensiblement équivalents 4 ceux 
obtenus avec la dose habituellement employée, c’est-4-dire 
3 centigramines [6]. 

Nous voyons donc que, chez les enfants devenus allergi- 
ques aprés vaccination par le BCG buccal, la période préal- 
lergique est le plus souvent prolongée et que l’intensité de 
Vallergie se montre en général faible. En outre, cette allergie 
post-vaccinale n’est que transitoire, sa durée ne dépasse 
guére deux a cing ans. La disparition de l’allergie post-vacci- 
nale semble pouvoir s’expliquer du fait que le BCG est un 
bacille atténué et inoffensif. I] est donc peut-étre éliminé ou 
détruit plus facilement par l’organisme humain que ne I’est 
le bacille de Koch virulent. 


B. ALLERGIE TUBERCULINIQUE DANS LA VACCINATION PAR VOIE 
SQUS-CUTANEE. — Nous avons vacciné au BCG par la voie scus- 
cutanée (0 milligr. O01 de BCG) 168 enfants provenant de 
milieux non tuberculeux. 

Par cette voie, Vallergie post-vaccinale se hanteects d’une 
fagon plus précoce, plus intense et plus fréquente que par la 
voie buccale. 

En employant la méthode des deux injections simultanées, 
que nous préconisons depuis 1929 [7], nous observons en 
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effet que la période pré-allergique peut étre tras courte. Nous 
avons vu des vaccinés réagir A 1 centigramme de tuberculine 
intradermique déjaé deux semaines aprés l’injection du BCG 
et, sept semaines aprés la vaccination, 92,3 p. 100 des sujets 
sont nettement sensibles a la cuti-réaction. 

L’intensité des cuti-réactions positives est, en général, 
plus forte que celle notée dans la vaccination per os, sans 
néanmoins arriver, sauf quelques exceptions, au degré d’in- 
tensité que l’on observe habituellement chez l’enfant tubercu- 
leux. 

Dans la voie sous-cutanée, comme dans la voie buccale, 
Vintensité de l’allergie post-vaccinale diminue graduellenient 
avant de disparaitre définitivement. D’aprés  nos_ obser- 
vations — il est vrai encore peu nombreuses — il est fort pro- 
bable que la durée de l’allergie se montre au moins aussi lon- 
gue qu’apreés vaccination par voie buccale, c’est-a-dire qu’elle 
peut atteindre au moins deux a cing ans. En effet, douze a 
dix-huit mois aprés l’injection de BCG, 88 p. 100 de nos sujets 
sont encore sensibles a la cuti-réaction et 95,7 p. 100 a Vintra- 
dermo-réaction 4 1 centigramme [6]. 

Déja, & Strasbourg, nous avons pu observer que les nouveau- 
nés réagissent habituellement, aux mémes dates et avec la 
méme dose de BCG sous-cutané, plus faiblement a la cuti-réac- 
tion que les enfants vaccinés 4 un Age plus avancé. En général, 
l’allergie se montre d’autant plus précoce et forte, que la dose 
de BCG injectée est plus élevée [7]. 

La prémunition par le BCG sous-cutané présente donc 
l’avantage de rendre pratiquement tous les enfants allergiques 
six a huit semaines aprés la vaccination. Mais cette sensibilité 
tuberculinique post-vaccinale, comme celle provoquée par le 
BCG buccal, est appelée a disparaitre. Sa durée approximative 
peut atteindre deux a cing ans. 


C. ALLERGIE TUBERCULINIQUE CHEZ LES SUJETS VACCINES PAR 
LE BCG, REMIS DANS UN MILIEU TUBERCULEUx. — Les enfants 
vaccinés par le BCG, mis en contact avec des tuberculeux a 
expectoration bacillifére, se comportent le plus souvent, au 
point de vue allergie tuberculinique, comme les sujets non- 
vaccinés. C’est-d-dire qu’ils acquiérent, au bout d’un temps 
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plus ou moins long, une allergie forte et durable par les surin- 
fections virulentes auxquelles ils sont exposés. 

Mais nous avons pu suivre plusieurs enfants vaccinés par le 
BCG qui se sont trouvés en contact avec des tuberculeux conta- 
gieux sans devenir allergiques. Nous ne citerons que quatre 
observations — les plus typiques — ou il a pu étre établi avec 
certitude, par la clinique et le laboratoire, que le contact infec- 
tant était réellement grave et prolongé. 


1° Deux fillettes annamites nous sont adressées par le dispensaire 
anti-tuberculeux parce qu’elles ont vécu depuis environ deux ans en 
contact intime et dans des conditions d’hygiéne déplorables, avec leur 
pere contagieux qui vient d’étre admis 4 |’hépital Lalung-Bonnaire 
pour tuberculose pulmonaire (Bac. de Koch : ++). L’ainée, agée de 
six ans, n’a pas été vaccinée par le BCG et présente de 1’adénopathie 
trachéo-bronchique avec une cuti-réaction fortement positive. La plus 
jeune, Agée de trois ans, vaccinée par le BCG buccal a sa naissance, ne 
réagit pas a la cuti-réaction. Des intradermo-réactions 4 2 milligrammes 
et 4 1 centigramme, effectuées par la suite, sont également négatives. 
L’examen clinique et radiologique ne montre rien de suspect. L’enfant 
n’étant plus en contact avec son pére et comme une nouvelle intra- 
dermo-réaction & 1 centigramme, pratiquée six semaines plus tard, se 
révele encore nettement négative, nous la revaccinons par voie sous- 
cutanée (0 milligr. 01 en deux injections simultanées). L’injection du 
BCG sous la peau ne provoque aucune réaction locale, mais sept semai- 
nes plus tard, cette fillette présente une cuti-réaction nettement positive. 
Revue treize mois aprés sa revaccination, elle ne réagit plus que trés 
faiblement 4 cette méme réaction ; la réaction de Pirquet est négative 
et seule la réaction de Moro-Hamburger se montre positive. 


Nous voyons donc une fillette, vaccinée 4 sa naissance par le 
BCG buccal, rester pendant deux ans en contact avec son pére 
contagieux, et cela dans de trés mauvaises conditions d’hy- 
giéne, sans devenir allergique, tandis que sa sceur, non vac- 
cinée, a une cuti-réaction positive. Cette enfant a pu étre revac- 
cinée par le BCG sous-cutané sans qu’un phénoméne de Koch 
se soit produit. Devenue sensible A la tuberculine a la suite 
de la revaccination, elle présente une cuti-réaction faible, du 
type BCG. Le fait que la cuti-réaction a trés nettement diminué 
d’intensité treize mois plus tard, confirme que cette allergie 
était bien d’origine post-vaccinale. 


2° Deux enfants annamites se trouvent depuis trvis ans en contact 
permanent avec leur pére, tuberculeux pulmonaire grave (Bac. de Koch : 
++). Ces enfants vivent dans un milieu ot les régles les plus élémen- 
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taires d’hygiéne sont inconnues. A l’examen, l’ainée, une fillette Agée 
de sept ans, a une cuti-réaction positive. Elle n’a pas été vaccinée 
par le BCG. Son frére dgé de quatre ans, vacciné par le BCG 
buccal 4 sa naissance, ne réagit méme pas A 1 centigramme de 
tuberculine intradermique. Le pére étant hospitalisé et comme aucun 
autre sujet contagieux ne vit dans l’entourage de l’enfant anergique, 
nous pratiquons, six semaines plus tard, une nouvelle réaction de 
Mantoux a 1 centigramme. L’enfant n’ayant pas réagi, il est revacciné 
par le BCG sous-cutané (0 milligr. 01 en deux injections simultanées). 
Au bout de sept semaines, la cuti-réaction devient positive (type BCG) 
et il ne se forme pas d’abcés froid par la suite. Revu huit mois plus 
tard, son allergie a déjd diminué d’intensité : la cuti-réaction est deve- 
nue négative et l’intradermo-réaction 4 1 centigramme n’est que faible- 
ment positive. Cette allergie fugace provient donc bien de la revacci- 
nation par le BCG. A cette date, l’enfant est remis en contact intermit- 
tent avec son pére resté contagieux et, tout récemment, c’est-a-dire 
trois ans et demi aprés sa revaccination, nous avons recherché |’allergie 
chez lui : la cuti-réaction est nettement négative, ainsi, que l’intradermo- 
réaction 4 1 centigramme. 


Dans cette deuxiéme observation, il s’agit encore d’un 
enfant, vacciné au BCG A sa naissance, qui peut vivre trois ans 
en contact avec son pére bacillaire, dans des conditions d’hy- 
giéne déplorables, sans présenter d’allergie. Revacciné par la 
voie sous-cutanée, il ne fait pas d’abcés froid, mais devient 
sensible a la tuberculine. Cette allergie faible, due au BCG est 
déja a son déclin huit mois plus tard. Et bien que cet enfant 
soit remis en contact intermittent avec son pére contagieux, il 
se montre complétement insensible 4 la tuberculine trois ans 
et demi aprés sa revaccination. 


3° Jean G..., petit Européen agé de sept ans et demi, s’est trouvé 
depuis sa naissance en contact intime avec son pére tuberculeux pulmo- 
naire (ancien gazé de guerre, Bac. de Koch : +). Il vit dans d’assez 
bonnes conditions d’hygiéne. Cet enfant a été vacciné au BCG per os 
&X sa maissance et revacciné par la méme voie 4 trois et six ans. L’allergie 
tuberculinique n’aurait pas été recherchée aprés ces revaccinations. 
L’état général est bon et l’examen clinique et radiologique ne révéle 
rien de suspect. Il ne réagit pas A la tuberculine (Mantoux 4 1 centi- 
gramme : négative). Nous refusons de revacciner cet enfant par la voie 
sous-cutanée, parce que nous ne pouvons décider le pére a se séparer 
de son fils unique pendant douze semaines. Revu dix-huit mois plus 
tard, c’est-a-dire cing mois aprés la mort du pére, il ne réagit toujours 
pas a la tuberculine. Méme la réaction de Mantoux 4 1 centigramme est 
négative. 


Il s’agit donc d’un enfant vacciné et revacciné a deux repri- 
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ses par le BCG per os qui a pu rester plus de huit ans et demi 
en contact avec son pere contagieux sans devenir allergique. 


4° Philippe F..., petit métis franco-annamite vacciné au BCG per os 
A la naissance, est 4gé de quatre ans et demi et vit en contact intime 
depuis un an avec sa mére, atteinte de tuberculose pulmonaire bilaté- 
rale et de tuberculose laryngée. La mére prend ses repas a part pour 
éviter la contamination de son fils unique. Mais ces mesures de protec- 
tion sont nettement insuffisantes ; elle embrasse son enfant et le laisse 
jouer sur son lit. Le médecin traitant a encore trouvé |’enfant dans le 
lit de sa mére quelques heures avant la mort de celle-ci (380 juin 1934). 
Du 23 avril au 12 novembre 1934, huit contrdles de l’allergie par 
cuti- et intradermo-réactions sont négatifs. Comme |’examen clinique 
et radiologique ne montre rien de suspect, nous revaccinons cet enfant 
par le BCG le 8 décembre 1934. Le mode.de vaccination employé est la 
méthode des deux injections sous-cutanées simultanées (0 milligr. 01). 
La cuti-réaction devient alors positive (17 janvier 1935) et il ne se forme 
pas d’abcts froids aux points d’injection du vaccin. Un an aprés la 
revaccination, l’enfant n’est sensible qu’a l’intradermo-réaction a 
1 centigramme. Revu tout récemment (9 novembre 1937), il présente 
une cuti-réaction négative et le 16 novembre 1937, une intradermo- 
réaction a 1 centigramme de tuberculine également négative. 


Encore dans ce cas, nous voyons qu’un enfant, vacciné au 
BCG per os 4 sa naissance, peut vivre pendant un an en contact 
intime avec sa mére bacillaire grave sans manifester la moin- 
dre allergie. Revacciné par la voie sous-cutanée cing mois 
aprés la mort de sa mére, il réagit faiblement a la cuti-réaction 
par la suite. Mais cette sensibilité tuberculinique — certaine- 
ment due au BCG — n’est que fugace. Elle diminue graduelle- 
ment d’intensité et disparaitt complétement environ deux ans 
et demi aprés l’injection du BCG. 

D’aprés les données que nous fournissent ces observations, 
il est évident que des enfants peuvent rester en contact intime 
et prolongé avec des tuberculeux & expectoration cons- 
tamment bacillifére sans devenir allergiques, tout en vivant 
souvent dans de mauvaises conditions d’hygiéne. 

S’agit-il chez ces enlants d’une infection tuberculeuse inap- 
parente avec persistance d’un état d’anergie d’origine consti- 
tutionnelle ? Nous ne le pensons pas, puisque ces enfants, sauf 
un, ont pu étre revaccinés par le BCG sous-cutané et sont 
devenus allergiques par la suite. 

Ou alors, sommes-nous en présence d’enfants, infectés par le 
hacille de Koch, se trouvant encore dans la période préaller- 
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gique ? Les caractéres de l’allergie qui s’est développée chez 
eux aprés l’injection du BCG semblent infirmer cette hypo- 
thése. La sensibilité tuberculinique s’est en effet révélée faible 
d’emblée, a diminué progressivement d’intensité et a méme 
disparu complétement chez deux enfants qui ont pu étre suivis 
plusieurs années. Ces caractéres bien spéciaux militent nette- 
ment en faveur de l’allergie post-vaccinale. En outre, la vacci- 
nation par le BCG sous-cutané n’a provoqué aucun phéno- 
méne de Koch chez ces enfants 

Faut-il donc en déduire que ces sujets, exposés a des contacts 
bacillaires indiscutablement graves, ont pu vivre des années 
dans ces conditions, sans que le bacille de Koch ait pénétré 
dans leur organisme ? Cette éventualité nous parait également 
peu probable. 

Nous admettrions plus volontiers que, chez certains sujets, 
le bacille de Koch peut se comporter comme un parasite inof- 
fensif, susceptible d’étre éliminé par les émonctoires naturels. 
Cette pathogéne tuberculeuse trés spéciale ne se manifesterait 
que sous certaines conditions, qu'il est impossible de préciser, 
mais ou interviendraient probablement : la quantité de bacilles 
absorbés, lintervalle entre les différentes contaminations 
éventuelles, la réceptivité du terrain et, peut-étre dans nos cas, 
la vaccination par le BCG a la natssance. 

C. Guérin a expérimentalement démontré que, dans ]’espéce 
bovine, l’infection par le bacille de Koch peut demeurer au 
stade parasitique. Et dans une récente discussion a |’ Académie 
de Médecine, & propos de l’intéressante communication de 
F. Bezancon et de ses collaborateurs, il émettait ’ hypothése que 
ce stade pourrait aussi bien exister dans l’espéce humaine 4]. 
Les observations que nous avons résumées dans les lignes 
qui précédent nous paraissent venir en conformité de l’hypo- 
thése de C. Guérin. 


CoNCLUSIONS. 


Dans Vinfection tuberculeuse, Vallergie tuberculinique est 
mise en évidence par une réaction de Mantoux a 4 centigramme 
de tuberculine brute avant que la cuti-réaction ne se manifeste. 
Cette intradermo-réaction semble pouvoir déja étre positive 
deux semaines aprés une contamination probable. 


448 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


La période qui s’écoule entre cette réaction de Mantoux a 
4 centigramme positive et le virage de la cuti-réaction est plus 
ou moins longue. Elle peut varier entre une semaine et au 
moins sept mois. Cette variation est probablement en rapport 
avec la gravité de l’infection et avec la résistance plus ou 
moins grande de l’individu infecté. Il semble donc utile au 
point de vue du diagnostic de faire suivre une cuti-réaction 
négative, d’intradermo-réactions jusqu’é 4 centigramme de 
tuberculine brute. En outre, les notions d’allergie et de 
période préallergique seraient 4 préciser, la période préaller- 
gique se montrant du fait de l’emploi de tuberculine intrader- 
mique a fortes doses, en général, bien plus courte que ne 
ladmettent encore actuellement certains auteurs. 

L’emploi régulier de la réaction de Mantoux a fortes doses 
de tuberculine ne diminue en rien la valeur de la cuti- 
réaction qui indiquera toujours le degré normal et probable- 
ment définitif de l’allergie chez la majorité des enfants 
infectés de tuberculose. Mais Ja réaction de Mantoux a 1 centi- 
gramme permettra un dépistage de la tuberculose plus pré- 
coce et fera mieux connaitre ces cas a allergie peu intense, 
qui peuvent, comme nos observations le démontrent, rester a 
ce stade pendant de nombreux mois. On pourra probablement 
ainsi déceler également d’autres cas d’infection tuberculeuse, 
semblables au ndétre, oti cette allergie faible est méme suscep- 
tible de disparaitre. 

Dans la prémunition par le BCG, Vallergie post-vaccinale se 
manifeste différemment suivant le mode d’administration du 
vaccin. 

Per os, la période préallergique est le plus souvent pro- 
longée — elle peut durer dix-huit mois — et l’intensité de la 
sensibilité tuberculinique se montre en général faible. En 
outre environ 50 p. 100 des vaccinés ne réagissent jamais a 
la tuberculine. 

La voie sous-cutanée, par deux injections simultanées, pré- 
sente l’avantage de rendre pratiquement tous les enfants aller- 
giques six a huit semaines aprés la vaccination. De plus, 
Vintensité de la sensibilité tuberculinique se montre nette- 
ment plus forte qu’aprés vaccination per os. 

L’allergie post-vaccinale due au BCG aussi bien dans 
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Vespéce bovine que dans l’espéce humaine n’est que transi- 
toire. Chez les enfants vivant a l’abri de toute contamination 
tuberculeuse, l’intensité de leur sensibilité tuberculinique 
déclinera graduellement pour disparattre définitivement au 
bout de deux a cing ans. La disparition de l’allergie post- 
vaccinale semble pouvoir s’expliquer du fait que le BCG est 
un bacille atténué et inoffensif. Il est donc peut-étre éliminé 
ou détruit plus facilement par lorganisme humain que ne 
l’est le bacille de Koch virulent. 

Les enfants vaccinés par le BCG, mis en contact avec des 
tuberculeux a expectoration bacillifére, se comportent le plus 
souvent, au point de vue allergie tuberculinique, comme les 
sujets non vaccinés. C’est-a-dire qu’ils acquiérent au bout 
d’un temps plus ou moins long une allergie forte et durable 
par les surinfections virulentes auxquelles ils sont exposés 

Mais nous avons pu suivre plusieurs enfants, vaccinés par 
le BCG, qui se sont trouvés en contact intime et prolongé avec 
des tuberculeux gravement contagieux sans devenir aller- 
giques, tout en vivant souvent dans de trés mauvaises condi- 
tions d’hygiéne. L’étude de ces cas montre qu’il ne peut s’agir 
chez ces enfants ni de période préallergique prolongée, ni 
d’infection tuberculeuse inapparente avec persistance d’un 
état d’anergie d’origine constitutionnelle. Et comme, d’autre 
part, il est peu probable que ces enfants aient pu vivre des 
années exposés a des contacts bacillaires indiscutablement 
graves, sans que le bacille de Koch ait pénétré dans leur orga- 
nisme, nous croyons pouvoir admettre que le bacille tubercu- 
leux s’est comporté chez eux comme un parasite inoffensif, 
susceptible d’étre éliminé par les é6monctoires naturels. 

Ces observations semblent donc confirmer l’opinion, émise 
tout récemment par C. Guérin, que le stade parasitique du 
bacille de Koch, démontré expérimentalement dans l’espéce 
bovine, pourrait également étre constaté dans _ l’espéce 
humaine. 
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LES ALTERATIONS HISTOPATHOLOGIQUES 
DU SYSTEME NERVEUX DES LAPINS 
DANS L’INFECTION EXPERIMENTALE 
AVEC LE VIRUS DE « L'ENCEPHALO-MYELITE EQUINE » 


par J. JABOTINSKI. 


(Laboratoire de morphologie normale et pathologique 
(Chef : Prof. Domimorr], de l'Institut de médecine expéri- 
mentale a Léningrad.) 


L’affection équine rappelant par sa localisation la maladie 
de Borna et 1l’encéphalo-myélite d’Amérique, est d’obser- 
vation ancienne dans notre pays. Les premiéres relations 
datent de la fin du siécle dernier et, depuis lors, presque 
jusqu’& nos jours, la maladie a été envisagée comme une 
variété de méningite. Pourtant ce terme ne parait pas étre 
exact, car il ne concorde ni avec le tableau clinique ni avec 
les constatations histologiques. En 1934, cette forme morbide 
a fait Vobjet d’une conférence spéciale ot il a été reconnu 
utile, quoique sans bases histologiques solides, de la désigner 
par le nom d’encéphalo-myélite. L’étiologie de l’affection a 
été longtemps entourée de bien des incertitudes. Les uns l’at- 
tribuaient & une intoxication alimentaire (fourrage) provo- 
quant de préférence des altérations hépatiques, d’autres, 
admettant sa nature infectieuse, voyaient la cause premiére 
dans une lésion du foie et c’est seulement secondairement 
qu’interviendrait le systéme nerveux. Ces opinions reposaient 
sur la présence de l’ictére dans le tableau clinique et les alté- 
rations, quelquefois graves, du parenchyme hépatique révé- 
lées par l’autopsie (Mandelstamm, Davidovsky, Ivanoff, Pris- 
selkoff). Cette maniére de voir était renforcée par les altéra- 
tions dégénératives des cellules nerveuses mises au premier 
plan par I’étude histologique, alors que les éléments vasculo- 
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conjonctifs et la névroglie ne manifestaient que des phéno- 
ménes réactionnels de peu d’importance. Il n'y a donc que 
l'étude expérimentale qui ait permis de poursuivre une analyse 
correcte de ces altérations dégénératives. Ce n’est qu apres 
Visolement d’un virus neurotrope, filtrable, provenant du cer- 
veau d’un cheval malade qu’on a pu établir une étiologie bien 
fondée et reproduire expérimentalement l’affection sur d’au- 
tres animaux. 

Dans notre travail, nous nous sommes attaché a étudier 
expérimentalement les altérations histologiques et en premier 
lieu celles du systéme nerveux. Le but poursuivi était de 
démontrer si elles cadrent avec les altérations observées dans 
les affections spontanées équines et si elles sont, en général, 
caractéristiques des virus dits neurotropes. Enfin, il était du 
plus haut intérét de se rendre compte de l’extension topogra- 
phique du processus morbide suivant la région inoculée, de 
méme que des modifications histo-pathologiques aux stades 
évolutifs successifs. 

Nos expériences ont porté sur 40 lapins. L’inoculation de 
lapin @ lapin est effectuée par voie sous-occipitale ou intra- 
cérébrale. Dans tous les cas on a transmis la maladie. Dans 
plusieurs cas, le virus a été introduit dans le canal vertébral 
entre les VI-VII° lombaires. L’inoculation sciatique a donné un 
résultat négatif, mais vu le nombre restreint des cas, la reprise 
des expériences s’impose. L’injection intramusculaire a 
échoué. Alors que l’infection du lapin par le cheval mettait 
un temps assez long pour produire des symptémes, les pas- 
sages suivants, faits sur des lapins, ont réduit l’incubation a 
quatre-six jours. Quatre jours est le délai le plus fréquent. II 
n’y a aucune différence entre l’inoculation sous-occipitale et 
intra-cérébrale quant a la durée de |’incubation. 

Les premiéres manifestations morbides se traduisent par 
de lVagitation, du tremblement des oreilles suivi de mouve- 
ments involontaires débutant par la téte et envahissant ensuite 
les extrémités. Dans cette phase, l’animal cherche souvent A se 
blottir dans un coin. A mesure que le trouble 6volue, les 
secousses toniques du corps, et particuliérement de la téte, ou 
elles sont unilatérales, augmentent. Le lapin s’immobilise 
dans une pose et toutes les tentatives faites pour le contrain- 
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dre 4 en changer restent sans succés, il revient toujours a sa 
pose initiale. Les mouvements de manige sont d’observation 
fréquente. Plus tard des troubles de la coordination s’instal- 
lent progressivement. Couché sur le cété, le Japin est inca- 
pable de se relever et cet état aboutit peu & peu a un complet 
épuisement. L’affection évolue rapidement et l’animal suc- 
combe dans les vingt-quatre-quarante-huit heures. L’infec- 
tion par voie caudale ralentit 1’évolution de la maladie d’un 
jour aux dépens des troubles des membres postérieurs qui 
s’‘installent les premiers, ce n’est qu’un jour plus tard que 
surviennent les signes cérébraux. Dans un cas d’inoculation 
lombaire, Vincubation, pour des causes méconnues, a été 
retardée a vingt jours. La majorité des animaux en expérience 
étaient sacrifiés par embolie 4 différents termes aprés la mani- 
festation des symptémes cliniques. Trois lapins étaient tués a 
la fin du troisiéme jour avant l’installation des symptémes 
cliniques. Les autres animaux du méme lot sont réguliérement 
devenus malades le quatriéme jour. 

Nous avons poursuivi l’étude histologique de l’encéphale 
et de la moelle avec leurs ganglions sensitifs. Quant aux nerfs 
périphériques, l’examen fut pratiqué sur les sciatiques, 
médians et cubitaux. Les ganglions symphatiques cervicaux 
supérieurs et les ganglions plexiformes du pneumogastrique 
ont toujours été examinés ainsi que dans nombre de cas les 
régions thoracique et lombaire. Parmi les organes, le foie 
seul fut soumis a l'étude histologique. 

Rien ‘d’anormal & l’examen macroscopique du cerveau et 
des viscéres, a part une hyperémie discréte des vaisseaux 
cérébraux et pie-mériens. 

Les lapins sacrifiés & la fin du troisiéme jour aprés l’infec- 
tion n’ont jamais présenté d’altérations microscopiques appré- 
ciables du systéme nerveux central, sauf dans la région trau- 
matisée. Mais ce sont 14 des phénoménes locaux qui ne diilé- 
rent en rien des processus habituels provoqués par l’intro- 
duction d’une émulsion cérébrale stérile. L’inoculation sous- 
occipitale a souvent déclenché une réaction polyblastique 
avec de nombreux corps granuleux dans les méninges au voi- 
sinage de la zone inoculée. 

Alors que les altérations du systeme nerveux en relation 
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avee le virus inoculé manquaicnt absolument avant la mani- 
festation des symptomes cliniques dans les premiéres heures 
de leur installation, un processus pathologique de peu d’im- 
portance se déroulait principalement dans la zone de pénétra- 
tion du virus. Ainsi dans l’inoculation sous-occipitale, les 
lésions se localisent presque exclusivement au tronc cérébral 
et aux ganglions de Gasser ; dans l’injection lombaire elles 
siégent dans la moelle lombo-sacrée et les ganglions spinaux 
correspondants. L’extension du processus morbide est extré- 
mement rapide et, déja a la fin de la premitre journée, le 
parenchyme nerveux est altéré dans les territoires les plus 
éloignés de la région inoculée. 

Dans les premiéres heures de 1’évolution clinique, en cas 
d’inoculation sous-occipitale, la moelle cervicale peut étre 
respectée, mais il existe déj& a la fin du premier jour de 
légéres altérations de la moelle lombo-sacrée et, deux jours 
apres, la différence d’intensité morbide entre les régions cra- 
nienne et caudale est dans une certaine mesure effacée. En 
cas d’introduction du virus par voie lombo-sacrée, les lésions 
s’accroissent dans la direction cranienne. 

L’examen microscopique du systéme nerveux des lapins 
met dans tous les cas au premier plan les altérations de la 
cellule nerveuse : celles-ci peuvent varier suivant l’espéce des 
cellules, mais au fond il s’agit toujours de dégénérescence 
aigué, caractérisée par les particularités morphologiques qui 
suivent. 


Au début du processus pathologique, la substance chromatophile est 
peu colorable, son contour est imprécis, un épaississement et une colo- 
ration plus nets des corps de Nissl peuvent précéder cette phase. Le 
processus de raréfaction et d’hypochromie de la substance chromato- 
phile évolue rapidement et aboutit en quelques heures a une trés 
grande intensité. Dans la suite, les corps de Nissl disparaissent dans 
une partie des cellules et tout leur corps présente une pdleur homo- 
géne. Pareilles cellules contiennent souvent des dendrites fortement 
colorées, visibles dans un champ étendu, alors les altérations revétent 
Vaspect d’un gonflement aigu. Ces cellules sont surtout mises en 
relief au niveau des formations réticulées de la protubérance et de 
ta moelle. 

Le noyau et le nucléole subissent des lésions qui ne se développent 
pas toujours d’une facon paralléle. Le premier augmente souvent de 
volume et contient d’abondantes granulations basophiles, irréguliéres 
de forme, et unies parfois par de minces brides (fig. 1). Leur taille 
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varie de celle qui est 4 peine visible A un fort grossissement (immer- 
sion) a celle d’un nucléole. Nous n’avons jamais trouvé d’inclusions 
oxyphiles sous forme de corpuscules, ni dans le noyau ni dans le 
corps cellulaire. Les noyaux sont souvent mal délimités ; dans certaines 
cellules ils sont réduits de volume, nettement irréguliers de forme, 
hyperchromatiques. 

Des groupes cellulaires isolés montrent des altérations quelque 
peu différentes de celles que l’on écrit classiquement. Ainsi les cellules 
de olive inférieure et de la substance noire, tout en présentant une 
perte de la substance chromatophile et une hypochromie, sont creusées 
de vacuoles. Dans les cellules du l. ccruleus, les altérations se déve- 
loppent selon un type d’irritation primaire, sous forme de chroma- 
tolyse centrale avec déplacement a la périphérie ; le processus de chro- 
matolyse finit par envahir toute la cellule (fig. 2). La destruction du 
nucléole et la formation de grains dans le noyau sont le plus fréquem- 


Fic. 1. — Cellule nerveuse du cervelet. Abondantes granulations basophiles 
dans le noyau. Chromatolyse du corps de Nissl. 


ment observées dans les cellules de Purkinje du cervelet, les noyaux 
de la couche optique et les cellules de la corne d’Ammon. 

Les altérations les plus précoces et profondes sont habituellement 
constatées dans les noyaux centraux du cervelet, les noyaux propres 
du corps restiforme et les noyaux de la couche optique. Méme chez 
les lapins sacrifiés au début de l’installation des symptémes céré- 
braux, les cellules de ces noyaux étaient plus ou moins altérées. Dans 
le méme noyau, les lésions sont tantédt également distribuées, tantdét 
elles traduisent diverses phases d’un méme processus dégénératif. 
D’importantes altérations sont observées dans les noyaux du nerf 
auditif, dans les noyaux des faisceaux de Goll et de Burdach, de méme 
que dans les cellules de la substance gélatineuse du trijumeau. Les 
grande cellules de la substance réticulée de la protubérance et les 
noyaux de Deiters sont souvent altérés, mais moins que les cellules 
nerveuses avoisinantes, mis A part les éléments des noyaux moteurs. 
En ce qui concerne les noyaux rouges, les lésions y sont assez fré- 
quentes, mais moins accusées dans leurs régions antérieures. Nous 
avons vu des cas isolés sans aucune altération notable. L’écorce céré- 


brale subit des modifications insignifiantes. 
Dans les stades avancés, les cellules nerveuses des noyaux moteurs du 
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tronc cérébral sont les moins compromises. Nous n’avens jamais observé 
d’altérations plus ou moins appréciables des cellules nerveuses des 
noyaux moteurs du trijumeau, du facial et du nuclea ambiguus ; 
l’intégrité de leur masse fondamentale est la régle. On voit parfois des 
lésions nucléaires du nerf moteur oculaire externe, du nerf moteur 
oculaire commun, du nerf grand hypoglosse de méme que dans le 
noyau végétatif du pneumogastrique, mais elles sont moins pronon- 
cées que dans les noyaux environnants et ne s’étendent qu’a des cellules 
isolées. Cette différence se révéle déja évidente d un faible grossisse- 
ment. Ainsi sur le fond pale de la coupe traitée, les noyaux moteurs du 


Fic. 2. — Altérations des cellules nerveuses du type « d’irritation primaire » de 
Nissl. Aucune réaction de la névroglie et de l'appareil conjonctivo-vasculaire. 


trijumeau se découpent nettement colorés au niveau de la protubé- 
rance. Les noyaux du facial, nucleus ambiguus et les cellules nerveuses 
du noyau du nerf grand hypoglosse dans les régions inférieures du 
bulbe fournissent un tableau analogue (fig. 3 et 4). 

Chez un lapin atteint d’encéphalite spontanée chronique avec granu- 
lomes cérébraux, dont l’un est situé dans le facial, les cellules nerveuses 
sont respectées alors que les grandes cellules voisines (celle de la for- 
mation réticulée par exemple) offrent des altérations pathologiques 
prononcées (fig. 5). 

La névroglie présente d’ordinaire une prolifération insignifiante ou 
nulle. Autour des grandes cellules profondément modifiées, on voit par- 
fois une augmentation numérique des éléments névrogliques, mais 
sans signes apparents d’hypertrophie. Aux stades plus avancés une 


réaction névroglique traduite par des formations nodulaires péricel- 
lulaires est plus fréquente. 


ENCEPHALO-MYELITE ‘EQUINE 43ST 


Les altérations de l'appareil conjonctivo-vasculaire font 
complétement défaut ou sont peu appréciables. L’infiltration 
polyblastique autour des vaisseaux et dans les méninges, 
observée dans des cas rares, est habituellement peu marquée. 
L’absence, chez nos lapins, d’une réaction vasculo-conjonctive 
plus ou moins importante pourrait étre attribuée & l’évolution 
rapide du trouble, mais le fait qu’elle manque dans les affec- 


Fic. 3. — Les cellules nerveuses du noyau du nerf facial sont normales. 


tions spontanées équines ne permet pas de soutenir cette 
hypothése. 

Les cellules nerveuses de la moelle subissent les mémes 
altérations que celles du cerveau (chromatolyse, coloration 
pale, visibilité des dendrites sur un champ étendu). 


Les lésions s’étendent principalement aux cellules des cornes posté- 
rieures, 4 la zone intermédiaire et & la base des cornes antérieures, 
respectant les cellules motrices des régions antérieures de celles-ci. 
Quoiqu’on rencontre des altérations des cornes antérieures, mais les 
cas sont beaucoup plus rares, l’intensité moindre et encore ne sont-ce 
que des exemplaires isolés qui sont attaqués. L’intégrité de la masse 
fondamentale des cellules motrices des cornes antérieures est surtout 
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démonstrative sur les coupes transversales de la moelle. Ich Yes 
lésions ont des prédominances qui sont dans. une cerlaine mesure 
Vinverse de celles de la poliomyélite ot les cornes antérieures sont 
habituellement les plus touchées. Soutenant l’opinion de Hurst, Spiel- 
meyer note l’impossibilité d’interpréter cette prédilection meorbide 
dans. la poliomyélite. La cause de Vintégrité des noyaux moteurs du 
tronc cérébral dans nos cas n’apparait pas moins obscure. 


Les lésions ci-dessus décrites décroissent peu & peu vers la 
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Fic. 4. — Les cellules nerveuses des noyaux centraux du cervelet 


sont gravement altérées. 


direction caudale et dans la majorité des cas font compléte- 
ment défaut au niveau de la région lombo-sacrée. Dans ]’ino- 
culation caudale, les lésions vont en diminuant vers la direc- 
tion craniale. Gomme dans le cerveau, la névroglie et les élé- 
ments du mésenchyme ne montrent aucune altération digne 
d’attention. 

Dans les ganglions sensitifs, ce sont les cellules nerveuses 
qui sont primairement et gravement altérées; les lésions 


’ 


occupent particuliérement les ganglions de Gasser. L’exten- 
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sion topographique du processus pathologique suivant la 
région inoculée est surtout facile & suivre dans cette région. 


Ici encore les altérations dégénératives de la cellule nerveuse sont au 
premier plan. Dans les phases de début le contour inltérieur est moins 
net, les corps de Nissl sont mal colorés ; dans la suite il se produit une 
désintégration de la substance chromatophile avec chromatolyse cen- 
trale plus accusée, accompagnée de refoulement du noyau a la péri- 
phérie. La chromatolyse s’étend peu a peu a toute la cellule et en fin 


Fic. 5. — Granulome localisé au noyau du facial. 
Les cellules nerveuses ne sont pas altérées. 


de compte, on ne voit 4 leur place que des ombres. Dans une partie 
des cellules nerveuses, le noyau et le nucléole présentent des phéno- 
ménes dégénératifs graves. A cété d’une désagrégation du noyau, on 
voit parfois le nucléole se fragmenter en menus grains basophiles, ce 
qui lui préte une forme extrémement irréguliére. En cas de destruction 
particuliérement rapide, les cellules nerveuses sont peu colorées, homo- 
généisées et, sur le fond pale du corps cellulaire, d’abondants grains 
métachromatiques sont ca et 14 parsemés. Les noyaux de pareilles cel- 
lules ‘sont A l’ordinaire réduits de volume, irréguliers de forme ‘et 
hyperchromatiques, mais la configuration générale du corps cellulaire 
est normale (fig. 6). 

Ces éléments rappellent les cellules ischémiques du systeme nerveux 
central. Autour de ces cellules rapidement nécrobiosées, il n’existe de 
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régle, aucune réaction satellite. Quand on voit A la place des cellules 
détruites une formation nodulaire de Nageotte aux dépens de la pro- 
lifération satellite, mais habituellement ce processus est sans propor- 
tion avec la gravité de la lésion générale de tel ou tel ganglion. Les 
formations nodulaires sont plus fréquentes dans les ganglions de Gasser. 
En cas d’évolution clinique ralentie due & l’inoculation caudale, elles 
sont plus abondantes et intéressent principalement les ganglions de la 
moelle lombo-sacrée (fig. 7). 


Fic. 6. — Ganglion de Gasser. Chromatolyse du corps de Niss! et formation de 
eranulations métachromatiques dans le corps cellulaire. Le noyau et le 
nucléole sont dégénérés. 


Les altérations des ganglions plexiformes sont celles des 
autres ganglions sensitifs, quoique moins prononcées. 

Les altérations des ganglions sympathiques ne débordent 
jamais le cadre des équivalences histopathologiques tracées. 

Les nerfs périphériques ne sont pas modifiés. L’examen his- 
tologique du foie n’a fourni aucune preuve pathologique. Les 
altérations du parenchyme hépatique, observées dans _ les 
affections spontanées équines, semblent étre secondaires aux 
lésions du systéme nerveux. 

Il est surtout intéressant de comparer nos résultats histolo- 
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giques avec le tableau présenté par le systéme nerveux des 
chevaux malades. Les données de Mandelstamm, Ivanoff, 
Prisselkoff cadrent parfaitement avec nos propres observa- 
tions. Mandelstamm signale les mémes modifications de la 
cellule nerveuse avec absence de signes d’encéphalite sous 
forme de foyers (infiltrations périvasculaires). Il n’a jamais 


Fic. 7. — Ganglion sensitif de la moelle lombo-sacrée. Les cellules nerveuses 
sont dégénérées (dans le cas donné le virus est introduit par voie caudale). 
Formations nodulaires. 


rencontré les corpuscules de Joest. Lebedeff, dans un récent 
article d’un haut intérét sur les altérations des neurones au 
cours des affections spontanées équines, constate que les cel- 
lules nerveuses du noyau du nerf moteur oculaire commun, 
les noyaux moteurs du trijumeau, facial, pneumogastrique, 
végétatif et moteur, nerf grand hypoglosse et d’autres sont 
bien conservés, alors que les cellules de Purkinje du cervelet, 
de la couche optique, etc., ont subi de profondes altérations. 
I] note en méme temps l’intégrité relative des cellules des 
cornes antérieures. A remarquer qu’a l’encontre du « Borna », 
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les chevaux atteints d’affections spontanées ne présentent 
jamais de paralysie (Vérechtchaguine). 

Ainsi, on est amené a conclure que les altérations histolo- 
giques provoquées par l’infection du lapin avec le virus pro- 
venant du cheval malade sont identiques 4 celles des affec- 
tions spontanées équines, fait qui, appuyé par d’autres don- 
nées expérimentales, fournit la preuve du pouvoir pathogéne 
du virus en cause dans les conditions naturelles. 

La revue comparative des altérations des cellules nerveuses 
dans la poliomyélite, la rage, la maladie d’Aujezsky met en 
évidence que dans toutes ces affections les lésions portent les 
mémes caractéres qui sont typiques pour les virus neurotropes. 
Dans tous ces cas, il s’agit de dégénérescence aigué de la 
cellule nerveuse traduite par chromatolyse & début souvent 
central, imprégnation générale homogéne, visibilité des den- 
drites sur un champ étendu et modifications typiques du noyau 
et du nucléole. Les caractéres histopathologiques sont les 
mémes dans toutes ces affections et concordent exactement avec 
les propriétés du virus en question ; quant aux dissemblances, 
elles sont dues 4 laccentuation de Ja réaction mésenchyma- 
teuse, extension topographique des Iésions histologiques et 
la présence ou non d’inclusions intracellulaires acidophiles. 

fl n’y a donc que l’expérience pour élucider la pathogénie 
de l’affection, car ce n’est que par son intermédiaire qu’il est 
possible d’enregistrer les stades initiaux du processus mor- 
bide et de préciser les structures primairement touchées. Dans 
les phases avancées, le tableau histologique devient tellement 
complexe que la solution du probléme est souvent impossible. 
L’exemple de la poliomyélite est des plus instructifs. Tant que 
les recherches portaient exclusivement sur l’homme, on assis- 
tait toujours aux périodes terminales de la maladie, qui per- 
mettaient d’admettre que la réaction inflammatoire prime 
toujours toutes les autres et que les altérations des cellules 
nerveuses intéressant surtout les cornes antérieures, n’inter- 
viennent que secondairement, a la suite d’un trouble de nutri- 
tion. Quelques auteurs se sont opposés a cette maniére de voir 
(Risler). Aujourd’hui, & la lumiére des recherches récentes, on 
est d’accord pour reconnaitre que dans la _ poliomyélite, 
comme dans les autres affections & virus neurotropes, les alté- 
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rations portent initialement sur le parenchyme nerveux. Chez 
les singes infectés avec le virus poliomyélitique et sacrifiés 
aux stades trés précoces, on voit: que les altérations des cellules 
nerveuses ne coexistent pas nécessairement avec des phéno- 
ménes inflammatoires rapidement installés.; l’infiltration péri- 
vasculaire n’est pas non plus constante méme quand la cellule 
nerveuse est gravement: touchée. 

Se fondant sur l’étude de la poliomyélite humaine et expé- 
rimentale, Spielmayer est amené aux mémes conclusions. 
Aprés une analyse minutieuse des données histopathologi- 
ques: fournies par ‘homme et le singe; il donne toute une série 
de) preuves. en faveur du fait que l’infiltration adventitielle, 
souvent trés prononcée, est secondaire (inflammation dite 
symptomatique) et que, prenant sa source dans la substance 
grise, elle s’étend ensuite aux méninges et non inversement, 
comme on |’a admis auparavant. 

Quant aux autres affections ot, comme dans la poliomyé- 
lite, il existe une réaction inflammatoire secondaire relative- 
ment précoce. (dans la rage, par exemple), il s’agit aussi 
d’une attaque primaire du parenchyme. E. Ouspensky, 
qui a étudié la rage humaine et expérimentale dans notre 
laboratoire, signale que, méme dans la premiére, il est des cas 
ou malgré les altérations dégénératives. profondes du paren- 
chyme nerveux la réaction inflammatoire peut. étre presque 
nulle. Les relations inverses n’existent jamais. 

- An cours des formes trés aigués, l’examen histologique met 
nettement en évidence le fait que la cellule nerveuse est tou- 
chée par action primaire et directe, et que la mort de l’animal 
survient avant ]’installation des phénoménes inflammatoires 
réactionnels. L’expérience portant sur divers virus (encéphalo- 
myélite, pseudo-rage, rage, etc.), donne encore plus de relief 
a cette attaque primordiale de la cellule nerveuse. 

Ainsi, il y a lieu de croire que dans un certain groupe d’af- 
fections 4 virus neurotropes, le parenchyme nerveux est tou- 
jours atteint le premier et encore que dans les évolutions 
surtout aigués, la réaction conjonctivo-vasculaire peut faire 
défaut comme cela s’est produit dans nos cas. Notre virus 
occasionnant en premier lieu un processus dégénératil profond 
et rapide de la cellule nerveuse est. accompagné d’une réaction 
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mésenchymateuse insignifiante. Cette derniére varie quant a 
la rapidité d’apparition avec la diversité des virus provoca- 
teurs. L’absence d’une réaction inflammatoire 4 cété des alté- 
rations graves de la cellule nerveuse constitue un des traits 
caractéristiques du virus considéré. 

Il ressort donc que le virus provenant d’un cheval atteint 
d’une lésion cérébrale typique engendre expérimentalement 
des altérations histologiques analogues a celles observées dans 
les affections spontanées équines. L’ensemble de leurs carac- 
téres consiste dans une atteinte primaire et élective de la cel- 
lule nerveuse, une réaction secondaire de peu d’importance 
de l’appareil conjonctivo-vasculaire et de la névroghe et une 
intégrité des cellules motrices du tronc cérébral et de la moelle. 
Les lésions les plus précoces se localisent 4 la région trauma- 
tisée d’ot elles s’étendent rapidement a tout le systéme ner- 
veux central. 

Au point de vue histologique, le terme d’encéphalo-myélite 
est vraiment peu justifié pour la raison que l’affection réalise 
presque exclusivement un processus dégénératif. Cette déno- 
mination, bien qu’acceptée par une conférence spéciale et 
vénéralement adoptée, ne peut étre soutenue sans contradic- 
tion avec la réalité des faits. 

Tout semble démontrer que dans |’affection en cause on est 
en présence d’un virus neurotrope de type spécial détermi- 
nant un tableau clinique et histologique quelque peu différent 
de la maladie de « Borna » et de l’encéphalo-myélite d’Amé- 
rique. 


Le Gérant: G. Masson. 


Paris. — Ancr¢ imp. de la Cour d’Appel, 1, rue Cassette. — 1938. 


Annales de [Institut Pasteur. 


MASSO 


We 


Tome 60. Pt. 
Mémoire S. Winogradsky. 


EURS 


Annales de l'Institut Pasteur: 


MASSG@ 


Tome 60. Pt. VI. 


Mémoire S. Winogradsky. 


DITEURS 


he” : 


A 


2 


# 
= 


i 


Annales de [Institut Pasteur. 


900,48 Ti 


MASSON 


Tome 60. PL VII. 


Mémoire §S. Winogradsky. 


ZURS 


ee 

Rit, 

eae} 
i 


Ht 


Pa 


“ 
es 


oH 
a 

a : 

if 

t 

i 

\ 

or] 

hel 


